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RESUMO

Lesdes centrais (LCCG) e periféricas de células gigantes (LPCG) dos maxilares possuem um
comportamento clinico distinto, embora compartilnem caracteristicas histopatoldgicas
semelhantes. Ainda é obscuro se essas diferencas clinicas sdo apoiadas por um padréo distinto
de imunoexpressa o de marcadores para células gigantes multinucleadas (CG) e
mononucleadas (CM). O escopo do presente trabalho foi realizar um estudo imuno-
histoquimico comparativo, analisando quantitativamente células gigantes multinucleadas e
mononucleadas imunorreativas a MMP-9 e ao VEGF e mensurar a vascularizacdo através do
FVW para verificar se ha ou ndo diferencas de expressdo desses biomarcadores entre as LCCG
e LPCG. Foram selecionados 20 casos de LCCG e 20 de LPCG emblocados em parafina.
Constatou-se diferenca significativa (p<0.05) em relacdo a imunorreatividade na CM para
MMP-9 e VEGF nas LPCG, sendo a MMP-9 mais expressa. O VEGF foi mais expresso nas
CM das LCCG em relacdo as LPCG (p<0.05), assim como sua expressdo global (p<0.05). A
MMP-9 apresentou uma tendéncia maior de expressdo nas LCCG, embora ndo significativa
estatisticamente (p>0.05). Na mensuracdo dos vasos através da contagem microvascular
(MVC), verificou-se maior MVC nas LPCG do que nas LCCG (p<0.05). Testou-se correlacdo
entre as proteinas estudadas em cada grupo de lesdes e constatou-se uma correlacdo negativa
significativa entre VEGF e FvW nas LCCG (p<0.05). Diante dos achados deste estudo,
observa-se que ha diferenca na expressdo do VEGF nas CM, bem como na expressao global
entre as lesdes. Observou-se uma tendéncia na maior expressao da MMP-9 nas LCCG,
embora ndo significativa estatisticamente. Dessa forma, sugere-se que a maior expressdo de
ambas as proteinas nas LCCG esteja mais relacionada possivelmente com a
osteoclastogénese. Adicionalmente, os resultados do presente estudo apontam um maior grau
de vascularizacdo nas LPCG quando comparadas com as LCCG, fato este que pode estar
relacionado diretamente com a natureza reacional das primeiras, em que O pProcesso
inflamatdrio com sua rica angiogénese contribui sobremaneira para estes achados.

Palavras-chave: Lesdo periférica de células gigantes. Lesdo central de células gigantes.
Imuno-histoquimica. MMP-9. VEGF.
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ABSTRACT

Central giant cell lesion (CGCL) and peripheral giant cell lesion (PGCL) of the jaws have a
distinct clinical behavior, although they share histopathologic features. It is still unclear
whether these clinical differences are supported by a distinct pattern of immunoexpression of
markers for multinucleated giant cells (GC) and mononuclear cells (MC). The purpose of this
study was to compare the immunohistochemical expression of VEGF, MMP-9 in CG and MC
and measure the vascularization by VWF to check whether there are differences in expression
of these biomarkers between CGCL and PGCL. Paraffin wax blocks of 20 cases of LCCG and
20 LPCG were retrieved. MMP-9 immunoreactivity was greater in the CM of PGCL
compared to VEGF (p<0.05). VEGF expression was greater in the CM of CGCL compared to
PGCL (p<0.05) and it was greater in the overall expression of CGCL compared to PGCL
(p<0.05). Vascularity was quantified by microvascular counting (MVC). MVC was greater in
the PGCL compared CGCL (p<0.05). MMP-9 showed a greater tendency of expression in
CGCL, though was not significant (p>0.05). We tested correlation between the proteins
studied in each group and found a significant negative correlation between VEGF and VWF in
CGCL (p<0.05). These results suggest that there are differences in the expression of VEGF in
CM and overall expression between the lesions, although no statistically significant difference
in the overall expression of the MMP-9. Then, there was a trend in increased expression of
MMP-9 and VEGF in CGCL, possibly by the involvement of both proteins in
osteoclastogenesis. Additionally, the results of this study indicate a higher degree of
vascularization in PGCL compared to CGCL, fact that can be directly linked to the reactive
nature of the PGCL, where the inflammatory process with its rich angiogenesis contributes
significantly to these findings.

Key-words: Peripheral giant cell lesion. Central giant cell lesion. Immunohistochemistry.
MMP-9. VEGF.
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1 INTRODUCAO*

A lesdo central de células gigantes (LCCG) é uma lesdo 0ssea reacional constituida
por células gigantes multinucleadas em um estroma de células mesenquimais ovoides a
fusiformes que tende a ocorrer na porcdo anterior da mandibula em pacientes jovens do
género feminino. Possui um comportamento clinico varidvel desde crescimento lento,
assintomatico, sem recorréncia até crescimento rapido, doloroso e recorrente (SOUZA,
MESQUITA; GOMEZ, 2000).

A lesdo periférica de células gigantes (LPCG) é uma lesdo reacional e possui
caracteristicas histologicas semelhantes a LCCG e, geralmente, esta associada a um fator
irritante local. A LPCG tem uma baixa recorréncia, principalmente se eliminado o fator
irritante local (GOMES et al., 2007).

Embora a LCCG e a LPCG sejam histologicamente semelhantes, observam-se
diferencas clinicas no tocante ao comportamento. Nao esta claro se a LPCG € uma entidade
distinta ou uma variante da LCCG. Esforcos tém sido feitos para avaliar se essas diferencas
sdo apoiadas por um padréo distinto de imunoexpressao de marcadores para células gigantes
multinucleadas (CG) e as mononucleadas (CM) das lesdes. No entanto, é dificil obter
conclus6es firmes, porque o nimero de estudos sobre as diferencas entre essas lesdes € muito
limitado. Além disso, ndo sé a histogénese das CM, mas também o mecanismo pelo qual se
acumulam e contribuem para a ostedlise que ocorre quando surgem as lesdes, quer dentro ou
adjacente ao 0sso, ainda s&o controversos (FLOREZ-MORENO et al., 2008).

Diversos biomarcadores tém sido associados em outras pesquisas para auxiliar o
entendimento de lesGes, destacando-se as metaloproteinases de matriz (MMPs) e fatores
angiogénicos. Dentre estes, a MMP-9 e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
tém sido analisados em granulomas periapicais, cistos radiculares e residuais (RUIZ, 2008),
tumores de células gigantes (KUMTA et al., 2003) e cancer de mama (JOBIM et al., 2008),
sendo relacionados, respectivamente, a eventos angiogénicos, osteoclastogénicos e potencial

metastatico.

*Trabalho de Dissertacdo segundo a normalizagao realizada pela Associagdo Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT-NBR
14724:2002; NBR 10520:2002)
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N&o ha na literatura cientifica trabalhos comparando expressdo imuno-histoquimica da
MMP-9, do VEGF e do fator de Von Willebrand (FvW) entre LCCG e LPCG, destacando-se
assim o carater inédito do estudo. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi realizar um estudo
imuno-histoquimico  comparativo, analisando quantitativamente células  gigantes
multinucleadas e células mononucleadas imunorreativas ao VEGF e 8 MMP-9 e mensurar a
vascularizagdo através do FVW para verificar se ha ou ndo diferencas de expressdo desses
biomarcadores entre as LCCG e LPCG.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracdes gerais

Lesdes de células gigantes sdo lesbes proliferativas ndo neoplasicas que ocorrem na
boca e no complexo maxilo-mandibular, basicamente de natureza inflamatoria, tendo como
sede o periodonto, e manifestam-se clinicamente por crescimentos teciduais, sem
caracteristicas histologicas tumorais. Caracterizam-se pela presenca de grande nimero de
células gigantes multinucleadas em meio a seu estroma (FLOREZ-MORENO et al., 2008;
NOGUEIRA et al., 2004). A natureza dessas células multinucleadas tem sido exaustivamente
investigada, principalmente pela técnica imuno-histoquimica. Alguns estudos demonstram
imunorreatividade para o CD68 e o antigeno comum leucocitario (LCA), sugerindo que as
células gigantes multinucleadas sdo derivadas da medula 6ssea e membros da linhagem
histiocito/macrofagica (ARAGAO et al., 2007; DOUSSIS; PUDDLE; ATHANASOU, 1992;
FLOREZ-MORENO et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2004), bem como da linhagem
osteoclastica por terem identificado a fostase &cida tartaro-resistente nessas células
(ITONAGA et al., 2003; TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997).

A origem exata das lesbes de células gigantes ainda permanece incerta;
provavelmente, originam-se do ligamento periodontal, mucoperiosteo ou centralmente no
0ss0 (CAPELOZZA; TAVEIRA; PAGIN, 2007; FLOREZ-MORENO et al., 2008). Essas
lesbes podem ocorrer tanto em localizagbes intra-0sseas (centrais), quanto em tecidos moles
(periféricas) na cavidade oral. Acredita-se que os traumas tenham importancia consideravel na
etiologia das mesmas, sendo a causa principal a extracdo dentaria, embora outros fatores,
como irritagdo provocada por proétese total ou simples infec¢do cronica, possam também ter
significado. Ambas sdo semelhantes histologicamente, caracterizadas pela presenca de
inimeras células gigantes multinucleadas. Porém, estas lesbes apresentam um comportamento
clinico distinto (FLOREZ-MORENO et al., 2008; SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000).

A natureza das lesdes de células gigantes ainda é alvo de discussdo. Varias hipoteses
séo encontradas na literatura cientifica, variando desde uma leséo de natureza reacional a um
processo neoplasico (VERED; BUCHNER; DAYAN, 2006). H4 ainda a sugestdo de alguns
autores da lesdo ser de natureza proliferativa vascular (COLLINS, 2000; KABAN et al.,
2002).
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Souza, Mesquita e Gomez (2000) avaliaram marcadores relacionados a atividade
mitdtica celular e notaram que p53 e Ki67 foram negativos a imunomarcagao tanto em LPCG
qguanto em LCCG. Além disso, verificaram a presenca de imunorreacdo para 0 MDM2, uma
proteina que inibe a acdo da p53 selvagem. Apesar do MDM2 ter sido expresso nesse trabalho
e em outros que avaliaram sarcomas (OLINER et al., 1992), deve-se ressaltar que se observa
imunomarcacdo também da referida proteina em lesdes ndo neoplasicas como hiperplasia
fibrosa inflamatéria e em mucosa normal (SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000). Assim, a
agressividade da lesdo ndo estaria associada com a atividade proliferativa celular.

A respeito da hipdtese das lesGes de células gigantes serem de natureza proliferativa
vascular, Vered, Buchner e Dayan (2006) analisaram a expressdo imuno-histoquimica do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth
factor) e do fator fibroblastico basico basico (bFGF, do inglés basic fibroblast growth factor)
em 41 casos de LCCG. Os autores verificaram que a angiogénese apesar de ocorrer, foi
limitada. A baixa média de volume microvascular (MVV) para VEGF e bFGF (3% e 4%,
respectivamente) foi notada dentro da area da lesdo. Entretanto, nas areas inflamatdrias
apresentaram alta média de MVV em ambos marcadores. Esses achados, segundo os
pesquisadores, sugerem que a LCCG nédo pode ser definida como uma leséo proliferativa

vascular.

2.2 Lesdo central de células gigantes

A Lesdo central de células gigantes (LCCG) é uma lesdo intra-6ssea proliferativa ndo
neoplasica que ocorre exclusivamente em maxila e mandibula (BATAINEH; AL-KHATEEB,;
RAWASHDEB, 2002; QUINDERE et al., 2008). A etiologia ainda é muito discutida, pois
tanto fatores locais quanto sistémicos podem estar envolvidos, além da possivel associacdo
genética aventada recentemente (CARVALHO et al., 2009). Dos fatores locais, podem ser
citados o trauma e danos vasculares, que produziriam hemorragia intramedular e o tecido
conjuntivo de forma exacerbada tentaria substituir o 0sso (FRANCO et al., 2003; ITONAGA
et al., 2003; KABAN et al.,, 2002). Dentre as causas sisttmicas, podem-se citar a
neurofibromatose 1, a sindrome de Noonam e os distarbios hormonais, como o
hiperparatireoidismo e a gravidez (GOMES et al., 2007; LANGE; AKKER; BERG, 2007).
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Com relacdo a genética, Carvalho et al. (2009) investigaram mutacdes no gene
SH3BP2. Esse gene que se encontra no cromossomo 4pl6.3, codifica uma proteina
adaptadora SH3BP2. Uma mutacdo no éxon 9 do referido gene foi descrita em um caso néo-
familial de querubismo (IMAI et al., 2003). Por compartilhar caracteristicas histoldgicas com
a LCCG, Carvalho et al. (2009) analisaram todas as regides codificantes do gene SH3BP2 e
encontraram duas novas mutagdes, sendo uma associada a um caso esporadico de LCCG e
uma associada a um paciente com querubismo. Todavia, Lietman et al. (2007) estudaram o
éxon 9 do mesmo gene em nove casos de LCCG e ndo encontraram nenhuma alteracao
molecular.

A maioria dos pacientes com LCCG tem em media 30 anos de idades e é do género
feminino, sendo a mandibula o sitio com maior nimero de casos relatados. O comportamento
clinico dessa lesdo pode variar desde assintomatico, de evolucdo lenta e baixa recorréncia a
sintomético, com reabsor¢do Ossea e deslocamento dentario, sendo mais agressiva e com altas
taxas de recorréncia (FLOREZ-MORENO et al., 2008; GOMES et al., 2007; KABAN et al.,
2002; KRUSE-LOSLER; DIALLO; GAETNER, 2006; LANGE; AKKER; BERG, 2007;
NOGUEIRA et al., 2004; SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000).

Em uma anélise epidemioldgica retrospectiva recente de 58 casos de lesdes de células
gigantes no Brasil (GOMES et al., 2007), 61,9% dos casos de LCCG ocorreram em mulheres
e 71,4% dos pacientes tinham menos de 30 anos. No tocante a localizacdo anatdmica, foi
observado uma proporc¢do de 2:1 para a mandibula e a maioria das lesdes era assintomatica
(80,9%). Em outro estudo realizado em Israel (VERED; BUCHNER; DAYAN, 2006), foi
constatado também um maior nimero de LCCG em mulheres, cerca de 56% dos 41 casos,
assim como predilecdo para mandibula, mas de uma forma mais equilibrada (51%). Percebe-
se, portanto, que as LCCG possuem um perfil epidemiolégico de certa forma uniforme, nédo
constatando muitas discrepéncias em sua epidemiologia

Radiograficamente, a LCCG apresenta-se como uma expansao radioldcida, unilocular
ou multilocular que geralmente é atravessada por espiculas dsseas. Quando em maxila, pode
invadir assoalho de drbita e seio maxilar e em mandibula, bem como expandir e perfurar a
cortical dssea com movimentacdo dentaria ou reabsorcdo radicular (BATAINEH; AL-
KHATEEB; RAWASHDEB, 2002; GOMES et al., 2007; LANGE; AKKER; BERG, 2007;
NOGUEIRA et al., 2004; SAW et al., 2009).

E comum a LCCG apresentar um estroma colagenoso, com células mesenquimais
ovoides e fusiformes, com uma grande quantidade de células gigantes multinucleadas com

numero variavel de nacleos (desde poucos até mais de doze), areas de reabsorcdo Ossea e
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areas de extravasamento hemorragico (ITONAGA et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2004;
QUINDERE et al., 2008). Podem ser vistas areas de calcificagio distrofica e metaplasia 6ssea
na periferia (LANGE; AKKER; BERG, 2007). Deve-se observar que histologicamente a
LCCG e o tumor marrom do hiperparatireoidismo séo similares, principalmente nos casos em
que h& intensa pigmentacdo enddgena acastanhada compativel com hemossiderina. Assim,
como exame complementar, € prudente solicitar niveis sericos de célcio, fosfato, fosfatase
alcalina e paratorménio, cujos valores para LCCG encontram-se normais (CAMELO, 2007;
NOLETO et al., 2007).

O tratamento serd guiado pelo comportamento clinico da lesdo. Nos casos mais
brandos, uma remocao cirdrgica com simples curetagem é o suficiente. Todavia, em casos
mais agressivos, a curetagem é complementada com criocirurgia, osteotomia periférica e, em
alguns casos, até uma resseccdo em bloco (ARDONATO; PATICOFF, 2001). OQutros
tratamentos tém sido propostos como aplicacdo diéria de calcitonina, injecdo intralesional de
corticosterdides e injecdo sub-cutdnea de interferon-alpha (BATAINEH; AL-KHATEEB,;
RAWASHDEB, 2002; KABAN et al., 1999; LANGE; AKKER; BERG, 2007; VERED et al.,
2007; SAW et al., 2009). A calcitonina aplicada em cultura de células gigantes provenientes
de LCCG tem resultado na imobilidade dessas células e retracdo citoplasmatica (ITONAGA
et al., 2003).

2.3 Lesdo periférica de células gigantes

A Lesdo periférica de células gigantes (LPCG) é uma lesdo reacional proliferativa dos
tecidos moles frente a uma agressdo. Acredita-se que 0s traumas tenham importancia
consideravel na etiologia, sendo a causa principal a extracdo dentaria, além de outros fatores
como irritacdo provocada por protese mal adaptada ou uma infeccdo croénica (CAPELOZZA,
TAVEIRA; PAGIN, 2007; CARLI; SILVA; PAZA, 2006; NOGUEIRA et al., 2004;
QUINDERE et al., 2008; RESENDE et al., 2007).

A idade mais prevalente das LPCG varia entre 40 e 60 anos, com predilecdo pelo
género feminino. Clinicamente, a LPCG manifesta-se como uma lesdo exofitica de base séssil
ou pediculada, de coloracdo vermelho-escura, vascular ou hemorrégica, que acomete gengiva
e processo alveolar, possuindo comportamento clinico indolente e baixa taxa de recorréncia
comparada a LCCG (CARLI; SILVA; PAZA, 2006; GOMES et al., 2007; NOGUEIRA et al.,
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2004; RESENDE et al., 2007; SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000). A LPCG possui
acentuado potencial de crescimento, levando, por vezes, a erosdo do 0sso subjacente
(CAPELOZZA; TAVEIRA; PAGIN, 2007).

Ao realizar um estudo retrospectivo de 58 casos de LPCG no Brasil, Gomes et al.
(2007) notaram uma distribuicdo equitativa dos casos em relagéo ao género na proporcao de
1:1 e que 56,7% dos pacientes tinham entre 31 e 50 anos. No tocante a localizagdo anatdmica,
foi observado que 62% das lesbes acometeram maxila e a maioria das lesdes era assintomatica
(86,4%). Na China, uma pesquisa semelhante realizada por Zhang et al. (2007), demonstrou
que 59,4% das 2.439 LPCG acometeram mulheres e a média de idade dos casos era de 45,4
anos. Com relacdo ao sitio anatdbmico, houve uma distribuicdo equilibrada entre maxila e
mandibula com proporcdo de 1:1. A lesdo apresentou-se com sangramento em 62,1% dos
casos. Denota-se dessa forma que a LPCG demonstra um perfil epidemioldgico de certa
forma similar entre populaces com localizagbes geogréficas distintas.

Histologicamente, a lesdo exibe um processo inflamatdrio crénico, permeando o tecido
conjuntivo fibroso, com focos de hemorragia e de proliferacdo vascular, além da presenca de
células gigantes em meio as celulas mesenquimais ovoides fusiformes. O epitélio pode
encontrar-se hiperplasico e ulcerado superficialmente. Ainda pode ocorrer presenca de
neoformagdo dssea no interior da lesdo, sendo o0sso maduro ou imaturo (CAPELOZZA;
TAVEIRA; PAGIN, 2007; CARLI; SILVA; PAZA, 2006; GOMES et al., 2007; QUINDERE
et al., 2008; RESENDE et al., 2007).

O tratamento indicado é a excisdo cirdrgica e consequente proservacdo da area. A
recidiva pode ocorrer em decorréncia da técnica cirdrgica inadequada, quando o cirurgido-
dentista ndo cureta adequadamente o peridsteo subjacente a lesdo, ou permanecem pequenas
porcdes da lesdo entre os tecidos, que, posteriormente, proliferam e promovem a recidiva da
LPCG (FERREIRA, CAVEZZI JUNIOR, 1994; GOMES et al., 2007; RESENDE et al.,
2007).

2.4 Patogenia

A exata patogenia das LCCG e LPCG dos maxilares é ainda controversa, sendo
registradas na literatura algumas pesquisas buscando estabelecer parametros histoldgicos e

imuno-histoquimicos confiaveis para predizer o comportamento clinico e o progndéstico das



32

lesdes (FLOREZ-MORENO et al., 2008; KUMTA et al. 2003; SOUZA; MESQUITA;
GOMEZ, 2000). Os alvos de estudo para estabelecer esses parametros sdo as células gigantes
multinucleadas (CG) e as células mononucleares (CM) (FLOREZ-MORENO et al., 2008).

As CG possuem atividade osteoclastica, ja que provocam reabsorcao 6ssea, bem como
macrofagica, verificada pela fagocitose de hemossiderina (HAQUE; MOATASIM, 2008).
Provavelmente, originam-se da fusdo de células mononucleares, que compartilham uma
célula-tronco comum com macréfagos, embora 0 mecanismo preciso ainda ndo esteja
elucidado (HAQUE; MOATASIM, 2008). Tem-se proposto que durante a angiogénese em
lesbes de células gigantes, mondcitos advindos da circulagdo séo recrutados para dentro da
lesdo atraves de fatores quimiotaticos, tais como a proteina quimiotéatica de mondcito 1 e o
fator transformante de crescimento-beta (TGF-B, do inglés transforming growth factor).
Entdo, células estromais produzem o receptor ativador do fator ligante nuclear kB (RANKL,
do inglés receptor activator of NF-kappaB ligand) que estimula os mondcitos/macréfagos a
se transformarem em CG (FLOREZ-MORENO et al., 2008).

Embora as CG sejam o achado histolégico mais proeminente, o alvo de estudo tem
sido as CMs. Estas células mononucleares podem formar células gigantes in vitro pela fusdo
de células que compartilham uma linhagem comum com macrofagos (PAMMER et al., 1998).
Assim, ndo somente as CG, mas também as CM poderiam exercer um papel crucial no curso
das lesbes de células gigante, devido a sua abundéancia e a sua ativagdo, como demonstrado
pela superexpressdo de CD68 e citocinas proinflamatorias (FLOREZ-MORENO et al., 2008).

Para uma melhor elucidacdo da patogenia da lesdo, faz-se necessario tecer alguns
comentarios sobre a osteoclastogénese.

Os osteoclastos sdo gerados a partir de células derivadas do tecido hematopoiético sob
o controle de diversos fatores locais e sisttmicos. Os mecanismos moleculares que direcionam
a atividade de reabsorcdo dos osteoclastos tém sido investigados. Estdo envolvidos na
diferenciacdo osteoclastica o fator de diferenciacdo osteoclastica, fator estimulante de colénia
de macrdéfago (M-CSF, do inglés macrophage colony-stimulating factor), o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor) e o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés tumor necrosis factor). O TGF-p, M-CSF,
fator de crescimento hepatdcito, interleucina-8, componente C3 do complemento,
osteopontina e sialoproteina 0ssea auxiliam a atividade de reabsor¢do dos osteoclastos em
sitios especificos da matriz (ENGSIG et al., 2000). A destruicdo osteoclastica do 0sso
mineralizado € mediado através da agdo de osteoclastos que atuam sobre a matriz 0ssea

mineralizada e outras enzimas como as metaloproneinases da matriz (MMPs) (KUMTA et al.,
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2003). As MMPs atuam na matriz cartilaginosa ndo mineralizada do osso, facilitam a
migracdo de osteoclastos em direcdo a superficie Ossea e sdo indispensaveis para o
recrutamento de osteoclastos em desenvolvimento de ossos. A MMP-9 é uma candidata a
regular essa funcdo de regulagio porque é altamente expressa em osteoclastos (DELAISSE et
al., 2000; ENGSIG et al., 2000; GEORGES et al., 2009).

As células gigantes semelhantes aos osteoclastos sdo geralmente observadas como
componentes reativos na maioria das lesdes 0sseas destrutivas. Sua natureza é bem estudada
no intuito de melhorar o entendimento a respeito da patogenia das lesdes de células gigantes.
Anélise imuno-histoquimica de células gigantes multinucleadas tanto em LCCG como em
LPCG utilizando-se marcadores como a-1-antiquimiotripsina e fator Xllla, mostrou marcagédo
para essas células, sugerindo que possuem caracteristicas fenotipicas de
histidcitos/macrofagos. Vale salientar também, que estudos histoquimicos evidenciaram que
as células multinucleadas possuem a enzima fosfatase acida tartaro-resistente, que € especifica
para osteoclastos. Assim, essas células parecem representar um produto da linhagem
macrofagos-granulécitos que ainda ndo foi completamente caracterizada e possuem
caracteristicas tanto de macréfagos quanto de osteoclastos (ITONAGA et al., 2003; TIFFEE;
AUFDEMORTE, 1997).

A osteoclastogénese tem sido observada em todas as lesdes osteoliticas e envolve a
fusdo de células CD-68 positivas circulantes que sdo recrutadas sob a influéncia de fatores
guimioatrativos. De fato, a hipervascularizacao, a destruicdo dssea agressiva e a tendéncia a
recorréncia local sdo achados comuns associados com muitas lesfes osteoliticas dsseas. O
elevado nivel de VEGF pode estar relacionado com a extensa destruicdo osteolitica da leséo e
as MMPs podem estar associadas com a progressao local dos tumores. As MMPs estariam
atuando na destruicdo das membranas basais e, juntamente com o VEGF, promovendo a
osteoclastogénese, bem como a angiogénese (ENGSIG et al., 2000; KUMTA et al., 2003).

2.5 Matriz extracelular (MEC)

Os tecidos animais e vegetais sdo constituidos por células e matriz extracelular
(MEC), que os apoiam e fornecem suporte. A MEC pode ser escassa, como nos tecidos
epiteliais, ou abundante, como ocorre em geral nos tecidos conjuntivos (KATCHBURIAN,;

ARANA, 1999). A MEC é formada por um conjunto de macromoléculas arranjadas na forma
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de uma malha tridimensional formando um arcabouco semelhante a uma rede que envolve as
células. Constitui um meio de transporte pelo qual as células recebem os nutrientes do sangue
arterial e os produtos a serem excretados sdo transportados até a circulacdo eferente. As
principais classes de macromoléculas que formam a MEC sdo as glicosaminoglicanas
(hialuronana e sulfatos de condroitina, dermatana, heparana e queratana) e proteoglicanas,
além de proteinas estruturais, como o colageno e elastina e proteinas de adesdo, como a
fibronectina, laminina e tenascina (EGEBLAD; WERB, 2002; KERR, 2000).

Para facilitar o seu entendimento, a MEC pode se organizar sob duas formas: a matriz
intersticial e as membranas basais. A matriz intersticial é formada por tipos fibrilares de
colagenos (tipos I, 1l e 1V), ndo fibrilares, elastina, fibronectina, &cido hialurénico,
proteoglicanas e outros componentes. Esta presente nos espacos entre epitélio, endotélio,
células musculares e no tecido conjuntivo propriamente dito, bem como em tecido 0sseo e
cartilaginoso. As membranas basais, produzidas por células endoteliais e mesenquimais, sao
constituidas de forma geral por colagenos dos tipos I, IlI, IV e VII, laminina, fibronectina,
sulfato de heparano e perlecan. Tanto laminina quanto o colageno IV sdo constituintes da
membrana basal de vasos sanguineos e sua remodelacdo ocorre nos processos de neoformacéo
vascular (EGEGLAB; WERB, 2002).

A MEC é secretada localmente e organiza-se em uma rede de espacos que circundam
as células, desempenhando muitas fungdes. Por exemplo, as proteinas da matriz sequiestram
moléculas, como a agua, para conferir turgor aos tecidos moles, fornecem substrato para
aderéncia, migracdo e proliferacdo das células e atuam como reservatorio de fatores de
crescimento que controlam a proliferacdo celular, bem como reservatério de proteinas de
ligacdo celular e proteases como as MMPs (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A degradacdo e a remodelagdo da MEC sdo fenémenos que ocorrem durante a
morfogénese, na angiogénese, nos processos patoldgicos e no reparo tecidual. Ocorrem
continuos eventos de sintese e degradacdo de proteinas colagenas e ndo colagenas que a
compdem pela acdo de complexos enzimaticos. Na realidade, varios tipos de proteinases
podem participar do turnover da MEC; todavia, as MMPs constituem o principal grupo de
enzimas que atuam sobre este substrato (EGEGLAB; WERB, 2002).
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2.6 Metaloproteinases da matriz extracelular (MMPS)

As primeiras metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) foram
identificadas em 1962 em estudo sobre o processo de metamorfose dos girinos no instante da
perda da cauda. A partir desse momento, mais de 66 MMPs foram clonadas e seqtienciadas,
incluindo 25 MMPs em vertebrados e 22 membros homoélogos em humanos. Além destas, é
descrita uma série de MMPs em seres ndo vertebrados e na maior parte dos seres Vvivos,
inclusive procariontes, denotando existir um processo evolutivo de algumas MMPs
primordiais ao longo de bilhdes de anos (STERNLICHT; WERB, 2001).

As MMPs sdao um grande grupo de endopeptidases extracelulares zinco e calcio
dependentes (FOLGUERAS et al., 2004; JOBIM et al., 2008). As principais fungdes das
MMPs sdo a capacidade de degradar, processar, ativar ou inativar os componentes da MEC,
assim como facilitar a migracdo celular através deste meio. Sob condicBes fisioldgicas, as
MMPs atuam no desenvolvimento, morfogénese e reparo teciduais; entretanto, se ha perda de
controle funcional, podem atuar em processos patoldgicos, como artrites, ateroscleroses,
doencgas autoimunes e periodontais (GJERTSSON et al., 2005; GOLDMAN; SHALEV, 2003;
LEWIS; SPEIGHT, 1999; ROY; YANG; MOSES, 2009; STERNLICHT; WERB, 2001;
UEDA et al., 1996).

As MMPs consistem em colagenases intersticiais (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e
MMP-18) que clivam o colageno fibrilar dos tipos I, 1l e 1ll; gelatinases (MMP-2 e MMP-9),
que degradam o colageno amorfo, bem como a fibronectina; estromelisinas (MMP-3, MMP-
10 e MMP-11), que atuam sobre uma variedade de componentes da MEC, incluindo
proteoglicanos, laminina, fibronectina e colageno amorfo; a familia das metaloproteinases da
matriz ligadas a membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16 e MMP-17), que sdo proteases
associadas a superficie celular; e as matrilisinas (MMP-7 e MMP-26) que também degradam
laminina, fibronectina e colagenos ndo fibrilares (COWAN et al., 2009; GOLDMAN;
SHALEV, 2003; ROY; YANG; MOSES, 2009; THOMAS; LEWIS; SPEIGHT, 1999). Essas
enzimas sdo produzidas por diversos tipos celulares, tais como: fibroblastos, macréfagos,
neutrofilos, células sinoviais e algumas células epiteliais (JOBIM et al., 2008). Sua secrecéo €
estimulada por fatores de crescimento como o derivado de plaquetas (PDGF, do inglés
platelet-derived growth factor) e o fibroblastico (FGF, do inglés fibroblast growth factor),
citocinas como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o, do inglés
tumor necrosis factor), fagocitose e estresse fisico (ROY; YANG; MOSES, 2009; UEDA et
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al., 1996). Entretanto, € inibida por esterdides e pelo fator transformador de crescimento-beta
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Uma grande parte das MMPs estd organizada em torno de um dominio catalitico
conservado, um pré-peptideo, um pro-peptideo e um dominio C-terminal. O dominio
catalitico, formado por 170 amino&cidos, possui uma sequéncia ligante de zinco e uma
metionina altamente conservada, formando uma estrutura impar denominada Met-Turn.
Possui ainda um ion zinco estrutural e dois a trés ions calcio necessarios para a estabilidade e
expressao enzimatica das MMPs. O dominio pré-peptideo é formado por cerca de 20
amino&cidos e possui o peptideo sinalizador responsavel pelo direcionamento de secre¢do do
composto pela célula. O dominio pro-peptideo possui cerca de 80 aminoacidos e contém uma
cisteina interruptora, a qual se liga ao ion zinco catalitico para manter a laténcia da enzima
(pro-MMP). O dominio hemopexina C-terminal contribui para a especificidade de substrato e
interagBes com inibidores enddgenos (KRANE; INADA, 2008; ROY; YANG; MOSES, 2009;
STERNLICHT; WERB, 2001).

As MMPs sdo sintetizadas por varios tipos celulares, incluindo células epiteliais,
fibroblastos, células inflamatorias, osteoblastos, osteoclastos e células endoteliais sob diversos
estimulos. Em sua maioria, sdo secretadas na forma de precursores latentes denominados pro-
enzimas ou zimogeénios, havendo a necessidade de serem clivados no pré-dominio para
assumirem a forma ativa. Essa laténcia se deve a presenca de um grupo cistéina-sulfidril ndo
pareado proximo ao dominio pro-peptideo, o qual age como uma espécie de quarto ligante
para o sitio ativo de zinco e a ativagdo requer quebra desta ligacdo através da remocdo
proteolitica do dominio pré-peptideo ou por perturbacdo ectdpica da ligacdo cisteina-zinco
(KRANE; INADA, 2008; ROY; YANG; MOSES, 2009). Contudo, ha algumas MMPs, tais
como MMP-11, MMP-28 e MT-MMP, que possuem um dominio de reconhecimento
enzimatico furin-like, constituido por aminoacidos basicos. Situado entre o dominio catalitico
e 0 pro-peptideo, este dominio permite que estas MMPs sejam ativadas antes de serem
levadas a superficie celular ou serem secretadas (KRANE, INADA, 2008; STERNLICHT;
WERB, 2001).

Devido as importantes implicacfes na biodindmica da MEC, a expressdo das MMPs é
firmemente regulada em nivel transcricional, pds-transcricional e pela atuacdo de proteinas
ativadoras e inibidoras dentro do meio extracelular (FOLGUERAS et al., 2004), devendo
ocorrer no tipo celular adequado, no tempo certo e na quantidade apropriada (MOTT; WERB,
2004; STERNLICHT; WEBER, 2001).



37

A regulacdo em nivel transcricional ocorre para a maioria das MMPs, exceto para a
MMP-2, que apds sua expressdo constitutiva tem sua atividade controlada através de um
exclusivo mecanismo de ativacdo enzimatica e estabilizacdo pos-transcricional do seu RNAmM
(STERNLICHT; WEBER, 2001). In vivo, ésteres de forbol, sinalizacdo por integrinas,
horménios, citocinas e fatores de crescimento e outros indutores estdo relacionados a
estimulacdo da expressdo dos genes das MMPs. Tais fatores podem ser liberados apos
inimeros eventos como estresses fisico-quimicos, alteracbes na morfologia celular e durante a
autoproteolise celular (MOTT; WERB, 2004).

Outros agentes, como a indometacina, interleucina-4 (IL-4), retindides, horménios da
tiredide, glicocorticoides, progesterona e androgenos, agem como supressores da transcricdo
génica das metaloproteinases da matriz (STERNLICHT; WEBER, 2001). Vale ressaltar que a
inducdo ou inibicdo da expressao dos genes das MMPs também ocorre a partir de interacdes
celula-célula e célula-matriz (GEORGE; DWIVEDI, 2004). Além disso, fendmenos
epigenéticos, tais como a acetilacdo e a metilagdo do DNA também podem influenciar na
regulacao transcricional dos genes das MMPs (YAN; BOYD, 2007).

Uma vez formadas, as MMPs ativadas sdo rapidamente inibidas por uma familia de
inibidores teciduais especificos das metaloproteinases (TIMP), que sdo produzidos pela
maioria das células mesenquimatosas, impedindo dessa forma, a acdo descontrolada dessas
proteinases. Além de inativar as MMPs, sabe-se que os TIMPs estdo implicados em outras
funcBes biologicas, atuando como agentes mitogénicos para um grande numero de células ou,
ainda, como inibidores da sinalizacdo da proliferacdo celular, como por exemplo o TIMP-2.
Essa proteina é capaz de inibir a proliferacdo do endotélio humano induzida pelo fator de
crescimento fibroblastico basico (bFGF) (THOMAS; LEWIS; SPEIGHT, 1999).

2.6.1 Metaloproteinase da matriz-9

A MMP-9 (92-kDa, gelatinase B) € uma proteina que pertence ao grupo das enzimas
gelatinases, que recebe esta denominacdo em funcdo de degradar colageno desnaturado
(JOBIM et al., 2008; UEDA et al., 1996). Estruturalmente, a presenca de sitios de ligacao as
gelatinases (trés madulos de fibronectina tipo Il incorporados), concede a esta enzima aspecto
singular entre as formas secretadas de MMPs. Os dominios de ligacdo as gelatinas

determinam alta afinidade de interagdo com o colageno extracelular, favorecendo sua
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permanéncia em associacdo & MEC, que por sua vez, atua como fonte de reserva destas pro-
enzimas (FRIDMAN et al., 2003; UEDA et al., 1996).

A MMP-9 tem uma expressdo muito bem regulada, ndo sendo sintetizada
constitutivamente, mas induzida por um acionamento adequado. A combinacéo de linfdcitos a
mondcitos é um potente estimulo para a inducdo da expressdo desta enzima, bem como a IL-
1, TNF-a, TGF-B, lectinas, endotoxinas e interagdo com integrinas. Como citado
anteriormente, a MMP-9, assim como as outras MMPs, é expressa principalmente por células
inflamatdrias (linfocitos, macréfagos, células dendriticas, neutréfilos e eosinofilos) e em
menor escala por células mesenquimais (células endoteliais, fibroblastos e osteoblastos)
(MATTU et al., 2000; XU et al., 2005).

Da mesma forma que as outras MMPs, a MMP-9 é secretada como um zimogénio
inativo. Para sua funcdo enzimatica ser efetiva, € necessario alteracdo entre o grupo sulfidril-
cisteina, presente no dominio pro-peptidico e o ion Zinco, associado ao dominio catalitico, a
qual pode ser desencadeada através de mecanismos mediados por proteinas ou nao
(FRIDMAN et al., 2003; STERNLICH; WERB, 2001). A MMP-9 pode ser ativada por outras
MMPs como a MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-13 e MMP-26. Dentre esse grupo,
a MMP-3 é a mais efetiva (FRIDMAN et al., 2003; MOOK; FREDERICKS; VAN
NOORDEN, 2004) sendo essa ativacdo constituida por duas etapas: primeiro, a MMP-3
hidrolisa a cadeia polipeptidica da MMP-9; posteriormente, o segundo sitio de hidrolise
encontra-se inacessivel, requerendo a presenca de alteracdes na estrutura secundaria, ao redor
do sitio de ativagdo, anteriores ao acoplamento ao sitio ativo da MMP-3 (FRIDMAN et al.,
2003).

A MT1-MMP inicia a cascata de ativacdo da MMP-9. Como aquela esta associada a
membrana celular, ativa-se a pr6-MMP-2 e, estas duas enzimas, sdo capazes de ativar a pro-
MMP-13. A totalidade da atividade destas proteases na superficie celular pode acompanhar a
degradacéo eficiente do colageno intersticial, que € iniciado pela agédo colagenolitica da MT1-
MMP e MMP-13 e seguida pela atividade gelatinolitica das MMP-2 e MMP-9 (FRIDMAN et
al., 2003).

A modificagdo oxidativa das cadeias laterais dos residuos de cisteina é uma forma de
ativacdo da MMP-9 néo-proteolitica. Essa alteragéo resulta em diminui¢do da sua habilidade
em estabelecer ligacOes efetivas ao ion catalitico zinco, bem como alteragcdes conformacionais
induzidas por ligagdes ao substrato (gelatina e coldgeno V) (BANNIKOV et al., 2002;
BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005). Assim, isso pode resultar na atividade enzimatica sem

clivagem do dominio inibitdrio pré-peptideo.
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Um outro fator indutor que aumenta a expressao de MMP-9 que pode ser salientado é
0 VEGF. Ocorre um feedback positivo entre a MMP-9 e 0 VEGF em condic¢des de hipdxia
(HOLBORN et al., 2007), além da clivagem das proteinas extracelulares pela MMP-9 liberar o
VEGF ligado ao fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF, do inglés connective tissue
growth factor) (JOBIM et al., 2008; RUNDHAUG, 2005).

A relacdo da MMP-9 com a angiogénese € muito importante. A MMP-9 regula tanto
positivo quanto negativamente a neovascularizagdo. O principal componente da membrana
basal vascular, o colageno tipo IV é clivado pela MMP-9. Apos esse evento, fica exposto um
sitio critico presente no colageno tipo 1V desnaturado, que é somente evidenciado em vasos
sanguineos em proliferacdo, mas ndo nos quiescentes. A ligacdo deste epitopo especifico
exposto a integrina o33 € importante para que ocorra a angiogénese e a MMP-9 é eficiente em
expor esses sitios. A inibicdo desse epitopo por anticorpos ou a deficiéncia de MMP-9 reduz a
angiogénese (CORNELIUS et al., 1998; KUMTA et al., 2003).

Todavia, a MMP-9 regula negativamente a angiogénese, pois ao degradar a MEC, ha
liberagdo de fragmentos proteoliticos com atividade anti-angiogénica como a angiostatina,
endostatina e tumstatina (CORNELIUS et al., 1998).

A MMP-9 tem sido identificada em células gigantes multinucleadas de tumores de
células gigantes (TCG) (KUMTA et al., 2003; UEDA et al., 1996). Apesar de ser considerado
um neoplasma benigno de 0ssos longos, 0 TCG tende a ser agressivo e recorrente e especula-
se se alguns casos de LCCG agressivas e recorrentes dos maxilares seriam variantes do TCG
de ossos longos. A MMP-9 facilita a migracdo de osteoclastos para superficie dssea, como
também cliva e ativa a IL-1 — um potente estimulador de reabsorcao dssea —; adicionalmente,
tem sido associada com a progressao local de tumores, pois atua na degradacdo da membrana
basal dos vasos, atuando sinergicamente com o VEGF. Dessa forma, a MMP-9 estaria
envolvida com a osteoclastogénese e angiogénese (KRANE; INADA, 2008; KUMTA et al.,
2003). Em um estudo recente, foi observada a imunoexpressao e anélise de RNAmM da mesma
em casos de TCG. Foi observado que TCG em estagios mais avangados e, principalmente,
nos recorrentes havia uma grande quantidade de células gigantes positivas a imunomarcagdo
da MMP-9 e, proporcionalmente, a expressdo do gene da MMP-9, através da mensuragdo
semi-quantitativa do RNAm da MMP-9, estava maior em estagios avangados e recorrentes do
TCG (KUMTA et al., 2003). Diante do exposto, verifica-se que a expressao e a atividade da
MMP-9 é aumentada nesse tipo de tumor e esta correlacionada com o avango do estgio e
invasdo, 0 que sugere que a MMP-9 desempenha um papel contribuidor na progressdo do

turmor. Georges et al. (2009) salientam que as MMPs promovem a progressao tumoral ndo
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somente pela degradacdo da MEC, mas também pela regulacdo da angiogénese e imunidade

inata.

2.7 Angiogénese

O termo angiogénese é uma palavra de origem grega (aggeion: vaso, génesis:
formacdo) utilizada para designar a producdo de novos capilares a partir de vasos pre-
existentes. Esta envolvida em importantes processos fisiolégicos que demandam maior aporte
sanguineo como a embriogénese e alteracdes associadas ao ciclo reprodutivo feminino. Em
eventos patolégicos, como as reacdes inflamatorias, condi¢Bes isquémicas, crescimento
tumoral e metéstase, é iniciada em resposta a hipdxia, a partir da secrecdo de fatores
angiogénicos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Algumas etapas sdo necessarias para o desenvolvimento de um novo vaso capilar
durante a angiogénese. A biodindmica da neovascularizacdo pode ser dividida em fase de
ativacdo (brotamento) e fase de resolucdo. A fase de ativacdo é caracterizada pelos seguintes
eventos: apds o episddio de hipdxia, ha a liberacdo de fatores angiogénicos; logo apds, hd um
aumento da permeabilidade vascular e deposicdo de fibrina extravascular; em seguida, ocorre
a degradacdo proteolitica da membrana basal vascular, permitindo a formacdo de um broto
capilar, com migracdo das células endoteliais em direcdo a fonte de estimulo quimiotatico;
concomitantemente, ha a degradacdo da matriz extracelular em torno do vaso para permitir a
invasdo das células endoteliais e formacdo do lumen capilar. Encerrada a fase de ativacéo,
prossegue-se a fase de resolucéo da angiogénese: ocorre a inibi¢do da proliferacdo das células
endoteliais, cessando a migracdo celular; sucede-se a reconstituicdo da membrana basal
vascular e a remodelagem dos tubos capilares; e, posteriormente, recrutamento de células
perioendoteliais para sustentar os tubos endoteliais, tornando possivel a manutengéo e funcéo
de células acessorias para o vaso (PEPPER, 1997; RUIZ, 2008; RUNDHAUG, 2005).

Convém destacar algumas proteinas que participam da biodindmica da angiogénese e
suas funcdes no processo. Na fase de ativacdo pode-se salientar o fibrinogénio, as MMPs, o
fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF, do inglés basic fibroblast growth factor), o
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth
factor), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF, do inglés platelet-derived

growth factor), o fator estimulador de granulocitos (G-CSF, do inglés granulocyte colony-
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stimulating factor), o fator de crescimento placentério (PGF, do inglés placent growth factor),
o fator de crescimento dos hepatocitos (HGF, do inglés hepatocyte growth factor), a
angiogenina, a proliferina, 0 TGF-a, o TGF-B, o TNF-a e a IL-8. Esses fatores sdo produzidos
por macrdfagos ativados, mastocitos e linfdcitos, sendo esses dois ultimos responsaveis
também pela liberacdo de citocinas e fatores quimiotaticos para as células endoteliais
(CARLILE et al., 2001; JOBIM et al., 2008; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

O fibrinogénio é extravasado logo apds 0 aumento da permeabilidade vascular. E uma
proteina de coagulacdo sanguinea, que é polimerizado e forma um denso gel de fibrina
permeando o vaso. A rede de fibrina formada servira como arcabougo temporario para a
proliferacdo das células endoteliais. Todavia, também representa uma barreira para migracdo
das células endoteliais e devera ser eliminada posteriormente para movimentacdo celular.
Essa digestdo enzimatica é realizada pelas MMPs (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005;
RUNDHAUG, 2005)

As MMPs, juntamente com a plasmina, desorganizam e degradam seletivamente a
membrana basal vascular, permitindo a proliferacdo das células endoteliais e a formacéo dos
brotos vasculares. E muito importante a interacdo das células endoteliais com os componentes
da matriz extracelular circunjacente, pois somente as proteases apropriadas para a dissolucao
do substrato especifico serdo liberadas. Dessa forma, apenas fibrina suficiente para a invaséo
endotelial é degradada, enquanto que parte da matriz provisoria € mantida para alojar a nova
rede capilar e as populacdes acessorias. Um desequilibrio nessa relagcdo — células endoteliais e
matriz extracelular — pode provocar a atividade proteolitica em excesso que resultara na
formacdo de estruturas vasculares aberrantes ou a auséncia de proteolise, culminando na
inibicdo da invasdo e formacdo do Ilimen do vaso (PEPPER, 1997; RUIZ, 2008;
RUNDHAUG, 2005).

Prosseguindo a protedlise da rede de fibrina, a atividade mitogénica das células
endoteliais é estimulada pelo VEGF e FGFb que se ligam a seus receptores, induzindo a
formacdo de brotos vasculares, representados por pseuddpodes endoteliais simples que
tendem a formar uma rede capilar. Em conjunto a proliferagdo das células endoteliais, células
adjacentes secretam fatores de crescimento como TGF-a, TGF-$ e PDGF que através de um
efeito paracrino estimulam outras células — pericitos e fibroblastos, por exemplo — a sintese e
secrecdo de fatores angiogénicos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; RUIZ, 2008;
RUNDHAUG, 2005).

Na fase de resolucdo da neoformacdo vascular, o balango entre as proteases e seus

inibidores merece consideracdo. A proteolise ndo cessa neste momento, mas permanece de
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forma ténue, estando implicada com a regulacdo da atividade de citocinas e com a ativagéo de
formas latentes de TGF-B. Efetua-se ainda a geracdo de fragmentos proteoliticos com
atividade regulatoria para a angiogénese, como a angiostatina, endostatina, trombospondina e
angiopoetina que inibem a proliferacdo das células endoteliais. Este ultimo inibidor interage
com os receptores Tie-2, recrutando células periendoteliais que atuam na estabilizacdo dos
vasos recém-formados. O PDGF e o TGF-p ligam-se a seus receptores (PDGF-R e TGF-fR,
respectivamente) e, juntamente com a angiopoetina, promovem a maturacao e remodelacédo
vascular (FERRARA, 2004; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; NIIDA et al., 1999;
SEGHEZZI et al., 1998; SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007).

A metodologia para a mensuragdo da vascularizagdo é bastante variavel. Dentre as
técnicas mais empregadas para esta quantificacdo, destaca-se a densidade microvascular
(MVD) que expressa a média de vasos por espécime. A partir da escolha da area com maior
quantidade de vasos em um aumento de 100x, procede-se a contagem manual em microscopia
de luz em um aumento de 200x em 3 campos. Tem-se entdo a MVD alta, expressa em mm2,
ou ainda, em 10-15 campos sendo a MVD média cujo resultado € expresso em média por
desvio padrdo (WEIDNER et al., 1991).

Ainda ha a técnica do volume microvascular (MVV), que consiste em um método
esteoroldgico de determinacdo de volume, no qual sdo selecionados 15 campos e contados
100 pontos coincidentes em cada, em um total de 1500 pontos, sendo o resultado expresso em
% de volume (PAZOUKI et al., 1997).

Outra técnica empregada para analise quantitativa dos vasos é a da contagem
microvascular (MVC), que se constitui de um método simples, no qual, através de um
aumento de 40x, verificam-se areas de maior densidade vascular e, posteriormente, com um
aumento de 200x, contam-se manualmente os vasos, sendo o resultado expresso pelo nimero
médio de vasos em cada seccéo histologica (MAEDA et al., 1995).

O anticorpo utilizado pode interferir na mensuracdo da vascularizacdo pela
microscopia de luz empregando a técnica da imuno-histoquimica. E prudente certa cautela na
eleicdo do anticorpo, pois determinados antigenos sdo compartilhados por diversos tipos
celulares e podem reagir ao mesmo anticorpo. Os anticorpos que apresentam melhor afinidade
por epitopos especificos das células endoteliais e proporcionam melhores resultados na
quantificacdo da angiogénese sdo o anti-CD31 e o anti-fator de Von Willebrand (anti-FvW)
(RUIZ, 2008; SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007).

O fator de Von Willebrand é uma glicoproteina multimétrica, circulante no plasma

sanguineo, sintetizada pelas células endoteliais e megacaridcitos. Desempenha um papel
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importante na hemostasia primaria, formando pontes entre glicoproteinas plaquetérias e
estruturas do endotélio vascular, aléem de manter os niveis plasmaticos do fator VIII,

protegendo esta proteina pré-coagulante da degradacdo proteolitica (ZUCKER et al., 1998).

2.7.1 Fator de crescimento vascular endotelial

A angiogénese € um fendmeno modulado por diversas citocinas e fatores de
crescimentos como fator de crescimento vascular endotelial e fator de crescimento
fibroblastico (FERRARA, 2004; NIIDA et al., 1999; SEGHEZZI et al., 1998; SOUZA,
FREITAS; MIRANDA, 2007). O VEGF compreende uma familia de proteinas
multifuncionais envolvidas na formacdo de vasos em situa¢fes normais e patoldgicas. A
familia do VEGF inclui o VEGF-A ou VEGF, -B, -C, -D, -E e fatores de crescimento
placentario. H& quatro principais isoformas de VEGF: VEGFi,;, VEGFies, VEGF1g €
VEGF,0. O VEGF¢5 € a isoforma mais frequente e a mais mitogénica (MITROU et al.,
2009).

O VEGF tem um papel muito importante na vasculogénese e angiogénese, pois é um
potente e seletivo fator mitogénico para o endotélio (CARLILE et al., 2001; JOBIM et al.,
2008). Ele produz uma rapida resposta angiogénica e um aumento da permeabilidade capilar.
Esse fator é secretado por muitas células mesenquimais e do estroma, e as células do
endotélio vascular possuem receptores especificos para ele. O VEGF liga-se a um de seus
receptores (VEGF-R2) sobre os angioblastos, induzindo a formacéo e proliferacdo de células
endoteliais (MITROU et al., 2009). Posteriormente, a ligagio com um segundo receptor
distinto (VEGF-R1) induz a formacdo de tubos, que é caracteristica dos capilares. A
maturacdo e a elaboracdo de estruturas mais elaboradas fica sob responsabilidade das
angiopoetinas que interagem com o receptor Tie-2 das células endoteliais (FERRARA, 2004;
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; NIIDA et al., 1999; SEGHEZZ| et al., 1998).

A expressdo do VEGF é estimulada por certas citocinas e fatores de crescimento,
como por exemplo, TGF-a, TGF-B, PDGF, FGF, IL-1 e IL-8, endotoxinas, estrogeno, além da
hipdxia tecidual (FERRARA, 2004; RUNDHAUG, 2005; SEGHEZZI et al., 1998).

As LCCGs contém duas caracteristicas principais: sdo osteoliticas e abrigam um
consideravel nimero de células mononucleadas e células gigantes imunorreativas para fatores

angiogénicos (VERED et al., 2007), fazendo-se necessario ainda se pesquisar se as funcdes
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osteoclasticas sdo dependentes de células endoteliais e/ou de seus fatores associados. Como as
células precursoras dos osteoclastos provém da medula Ossea e essas se encontram na
circulacdo sanguinea, a angiogénese estimulada facilitaria a distribuicdo de precursores
hematopoiéticos e imunes na area da lesdo. Isso, entdo, resultaria em um grande nimero de
precursores osteoclasticos que agora poderiam emigrar da circulagdo periférica e
desenvolverem-se em células de reabsor¢do caracterizando a osteoclastogénese (VERED;
BUCHNER; DAYAN, 2006). Em tumores de células gigantes, a alta expressdo de VEGF é
associada a graus avancados dessa lesao, ja que as lesdes recorrentes mostraram altas médias
de expressao de VEGF (KUMTA et al., 2003).

Uma outra vertente que tem sido muito investigada é o papel do VEGF no
recrutamento de osteoclastos (ENGSIG et al., 2000). Os efeitos do VEGF freqiientemente tém
sido interpretados no contexto de quimiotaxia em células endoteliais. Entretanto, osteoclastos
e monocitos expressam VEGF-R1 e o VEGF pode auxiliar no aumento numérico dessas
células. Além disso, os mondcitos, apds esse estimulo, podem produzir VEGF e amplificar a
angiogénese (FERRARA, 2004). Um estudo mostrou que o VEGF age diretamente em
osteoclastos e promove sua atividade invasiva em cultura de 0ssos metatarsais. Foi observado
que células endoteliais e osteoclastos foram responsivas ao VEGF, sendo a invasdo da diafise
do osso primitivo metatarsal aproximadamente simultdnea para ambos os tipos celulares. A
MMP-9 é capaz de liberar VEGF ligado a MEC pela clivagem das proteinas extracelulares,
além de coordenar a degradacdo de matriz extracelular. Dessa forma, a MMP-9 atuaria
indiretamente no recrutamento de células endoteliais e osteoclastos através da maior liberacéo
de VEGF ao meio intersticial. 1sso sugere uma acdo integrada da MMP-9 e VEGF no
desenvolvimento dos o0ssos (ENGSID et al., 2000).

Um estudo de tumores ésseos primarios, malignos e benignos, tem demonstrado que
muitas celulas formadoras de 0ssos e muitas que atuam na reabsorcéo, assim como as células
endoteliais vasculares sdo positivas ao VEGF. Por exemplo, em osteoblastoma, tanto os
osteoblastos quanto as células gigantes semelhantes aos osteoclastos foram imunorreativas ao
VEGF. Nos 15 sarcomas osteogénicos, 0 VEGF foi observado em todas as lesbes em ambos

tipos celulares (células mononucleadas e multinucleadas) (SULZBACHER et al., 2002).
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3 PROPOSICAO

O objetivo da pesquisa € observar atraves da analise imuno-histoquimica a expressao
de MMP-9 e VEGF em células gigantes multinucleadas e células mononucleadas e mensurar
a vascularizacdo através da expressdo do FVYW em uma série de casos de lesdes centrais e
periféricas de células gigantes, analisando possiveis associacdes e correlagdes entre a

expressao destes marcadores e essas lesdes.



MATERIAL E METODOS



48

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao do estudo

A presente pesquisa consiste em uma andlise quantitativa da expressao imuno-
histoquimica da MMP-9, do VEGF e do FYW em espécimes teciduais de lesbes centrais de

células gigantes e lesdes periféricas de células gigantes.

4.2 Populacao

O universo deste estudo foi representado por todos 0s casos registrados no Servico de
Anatomia Patoldgica da Disciplina de Patologia Oral do Departamento de Odontologia da
UFRN.

4.3 Amostra

A amostra foi intencional e dentre os casos diagnosticados no servi¢o supracitado,
foram selecionados 20 espécimes de lesGes centrais de células gigantes e 20 espécimes de
lesbes periféricas de celulas gigantes. Foram coletados dados referentes as informacoes
clinicas dos pacientes (género, raca, idade e localizacdo anatdmica) e anotadas em fichas
(APENCIDE A e B).

4.3.1 Caracterizacdo da amostra

As freqliéncias relativas ao género, raca e sitio anatdbmico das lesbes centrais e

periféricas de células gigantes encontram-se listadas no quadro 1.
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Lesdo

Variaveis LCCG n(%) LPCG n(%)
Género

Feminino 12 (60,0%) 8 (40,0%)

Masculino 8 (40,0%) 12 (60,0%)

Total n(%) 20 (100,0%) 20 (100,0%)
Raca*

Leucoderma 10 (55,6%) 5 (45,5%)

Feoderma 4 (22,2%) 6 (54,5%)

Melanoderma 4 (22,2%) 0 (0,0%)

Total n(%) 18 (100,0%) 11 (100,0%)

Sitio anatdmico**

Maxila
Mandibula
Total n(%)

10 (50,0%)
10 (50,0%)
20 (100,0%)

12 (63,2%)
7 (36,8%)
19 (100,0%)

QUADRO 1: Frequéncias referentes ao género, raca e sitio anatdbmico dos casos de leséo
central e periférica de células gigantes. Legenda: LCCG — lesdo central de células gigantes;
LPCG - lesdo periférica de células gigantes; * - 11 nao referenciados; ** - 1 ndo

referenciado.

4.4 Critérios de selecdo da amostra

4.4.1 Critérios de inclusdo

- Amostras teciduais oriundas de pacientes que ndo tenham recebido tratamento prévio com

algum medicamento.

- Quantidade suficiente de tecido da lesé@o no material arquivado referente a cada caso.

4.4.2 Critérios de exclusao
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- Teve-se o cuidado para ndo selecionar blocos de parafina contendo material descalcificado,
a fim de ndo comprometer a qualidade das reacdes de coloracdo pela técnica da imuno-
histoquimica.

- Casos que ndo atenderam aos critérios de inclusao.

4.5 Estudo imuno-histoquimico

4.5.1 Coloragdo pelo método imuno-histoquimico

Todos os espécimes selecionados, fixados em formalina a 10% e incluidos em
parafina, foram submetidos a cortes histolégicos com 3um de espessura, estendidos em
laminas de vidro devidamente preparadas com adesivo a base de organosilano (3-
aminopropyltriethoxi-silano, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) e submetidos a
técnica da imunoperoxidase pelo método da estreptoavidina-biotina (LSAB, do inglés
Labeled Streptavidin Biotin) utilizando os anticorpos monoclonais anti-MMP-9, anti-VEGF e
anti-FvW.

Como controle positivo para o anticorpo anti-MMP-9 foram utilizados cortes
histoldgicos de intestino grosso humano inflamado e para o anticorpo anti-VEGF e anti-FvW
cortes histologicos de rim humano. O controle negativo consistiu na substituicdo do anticorpo
primario por albumina de soro bovino a 1% (BSA — Bovine Serum Albumin) em solucdo
tampdo. A técnica que foi utilizada seguiu o seguinte protocolo:

1) Desparafinizacdo: 2 banhos em xilol, ambos por 10 minutos & temperatura ambiente (TA);
2) Re-hidratacdo em cadeia descendente de etandis:

- alcool etilico absoluto I (5 minutos) TA;

- alcool etilico absoluto Il (5 minutos) TA;

- alcool etilico absoluto 111 (5 minutos) TA;

- alcool etilico absoluto IV (5 minutos) TA;

- alcool etilico 95°GL (5 minutos) TA,

- alcool etilico 80°GL (5 minutos) TA,

3) Remocéo de pigmentos formdélicos com hidréxido de aménia a 10% em etanol 95° por 10
minutos, a temperatura ambiente;

4) Lavagem em agua corrente por 10 minutos;
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5) Duas passagens em &gua destilada por 5 minutos cada;

6) Recuperacdo dos sitios antigénicos (QUADRO 2);

7) Lavagem em agua corrente por 10 minutos e 2 passagens em agua destilada por 5 minutos
cada;

8) Duas incubacGes dos cortes, pelo periodo de 10 minutos cada, em solugdo de perdxido de
hidrogénio 10 volumes, em uma propor¢do de 1/1 para bloqueio da peroxidase enddgena
tecidual;

9) Lavagem em agua corrente por 10 minutos e 2 passagens em agua destilada por 5 minutos
cada;

10) Duas passagens em solugdo tampdo TRIS-HCI [0,0499 mol/l] (tris-hidroximetil-
aminometano, Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) com NaCl [0,1454 mol/l] pH 7,4 por 5
minutos cada;

11) Incubacdo dos cortes com os anticorpos primarios (QUADRO 2) diluidos em solucéo
diluente Dako (Antibody diluent with background reducing components; Dako, A/S, Glostrup,
Dinamarca);

12) Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 por 5 minutos cada;
13) Incubacdo com o anticorpo secundario (Biotinylated link universal, DAKO, A/S,
Glostrup, Dinamarca + System-HRP, dilui¢do 1:200) durante 30 minutos - TA;

14) Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 por 5 minutos cada;
15) Incubacdo com o complexo estreptoavidina-biotina HRP (DAKO, A/S, Glostrup,
Dinamarca) durante 30 minutos, & temperatura ambiente;

16) Imersdo em TRIS-HCI pH 7,4, duas trocas de 5 minutos cada;

17) Aplicacdo do agente cromdgeno diaminobenzidina 25 a 30 mg (3,3-diaminobenzidina,
Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA), diluida em 100 ml TRIS-HCI pH 7,4, acrescida de
1,2 ml de peroxido de hidrogénio 10 volumes durante 3 minutos na cdmara escura;

18) Lavagem em agua corrente por 10 minutos;

19) Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

20) Contracolora¢do com hematoxilina de Mayer por 10 minutos & temperatura ambiente;

21) Lavagem em agua corrente — 10 minutos;

22) Duas passagens em agua destilada por 5 minutos cada;

23) Desidratacdo em cadeia ascendente de etanois:

- &lcool etilico 80°GL (2 minutos) TA,;

- &lcool etilico 95°GL (2 minutos) TA;

- &lcool etilico absoluto I (5 minutos) TA;
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- &lcool etilico absoluto Il (5 minutos) TA,
- &lcool etilico absoluto 111 (5 minutos) TA;
24) Diafanizacdo em dois banhos de xilol: xilol 1 (2 minutos) e xilol 2 (2 minutos);

25) Montagem da laminula em resina Permount ® (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

Especificidade Clone Diluicdo Fabricante Recuperacao Tempo de
antigénica incubacéo
MMP-9 2C3 1:80 Novocastra Citrato pH 6,0, Pascal  Overnight
Laboratories (18 horas)
VEGF C-1 1:600 Santa Cruz Tripsina 0,1% pH 7,9, Overnight
Biotechnology 37°C, 60 minutos (18 horas)
FvW F8-86 1:50 Dako Citrato pH 6,0, Pascal 60
Cytomation minutos

QUADRO 2: Especificidade do anticorpo, clone, diluigcdo, fabricante, recuperacao antigénica
e tempo de incubacédo dos anticorpos primarios utilizados no estudo imuno-histoquimico.

4.5.2 Andlise imuno-histogquimica da MMP-9 e do VEGF

A andlise foi feita por um examinador e realizada duas vezes. O procedimento de
quantificacdo seguiu um método adaptado proposto por Florez-Moreno et al. (2008). Em um
aumento de 100x elegeu-se a area com maior quantidade de células gigantes em cada lamina,
independentemente da marcagdo imuno-histoquimica. Posteriormente, oito campos
histoldgicos selecionados aleatoriamente em cada caso foram fotografados em um aumento de
400x utilizando-se microscopio de luz OLYMPUS® com maquina fotografica digital
OLYMPUS® acoplada. Estas imagens foram transferidas para o computador através do
sistema OLYMPUS Master v.1.41 EX, e as células contadas com o auxilio do software
IMAGE J®. Primeiramente, em cada campo, contaram-se as células gigantes positivas
(células com o citoplasma acastanhado, independente da intensidade de coloracéo) e depois as
células gigantes negativas (0 software permitiu contagem simultdnea na mesma imagem).
Anotou-se em uma ficha apropriada o nimero de células gigantes positivas e o numero total
de células gigantes (positivas + negativas). Ap0s a contagem nos 8 campos, SOMOu-se 0S
nameros referentes as células gigantes positivas (P) e depois os referentes aos totais de células

gigantes (T). Em seguida, dividiu-se P por T e multiplicou-se por 100 para obter o percentual
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de células gigantes positivas para o caso. De posse desse percentual, atribuiu-se um escore
para cada caso, sendo: escore O (nenhuma célula gigante positiva), 1 (entre maior que 0 a
menor ou igual a 25% das células positivas), 2 (entre maior que 25% a menor ou igual a 50%
das células positivas), 3 (entre maior que 50% a menor ou igual a 75% das células positivas) e
4 (maior que 75% das células positivas) (APENDICE C). Esse procedimento foi realizado
para os dois marcadores (MMP-9 e VEGF) em ambas as lesdes.
Para a contagem das células mononucleadas, realizou-se 0 mesmo procedimento nos mesmos
campos obtidos para as células gigantes. Assim como nas células gigantes, as células
mononucleadas foram avaliadas pela expressdao de MMP-9 e VEGF em ambas as lesGes.

Em um segundo momento, de posse desses valores, somou-se 0 P das células gigantes
com o das células mononucleadas da expressdo da MMP-9 na LCCG, bem como o T, e
dividiu-se Psinar por Tiina, posteriormente, multiplicando por 100. Assim, obteve-se 0
percentual em cada caso para a expressdo global da MMP-9 para a LCCG, aplicando em
seguida a faixa de escores. Esse procedimento foi realizado para a expressdao da MMP-9 na
LPCG, assim como do VEGF na LCCG e LPCG.

4.5.3 Analise imuno-histoquimica do FvW

Para analise quantitativa dos vasos, foi realizada a contagem microvascular (MVC),
proposta por Maeda et al. (1995). Em cada espécime, sob microscopia de luz e com aumento
de 40x, foram identificadas 5 areas que apresentavam maior imunorreatividade. Nestes
campos, sob aumento de 200x, foram quantificados os vasos imunorreativos ao anticorpo
anti-FVYW e, posteriormente, realizou-se uma média aritmética da quantidade de vasos
marcados nos cinco campos. Vasos sanguineos, com ou sem lamen distinto, e células
endoteliais isoladas imunorreativas foram considerados no processo de contagem. Os dados
obtidos foram anotados em fichas (APENDICE D).
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4.6 Analise estatistica

Foram aventados quatro pares de hipoteses para o presente estudo:

Hi

Hs

Ha

Hio: Ndo ha diferencas na expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 e do VEGF nas
CG e nas CM intralesionais.
H, 1: Ha diferencas na expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 e do VEGF nas CG e

nas CM intralesionais.

H.0: N&o ha diferencas na expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 e do VEGF nas
CG e nas CM entre as lesdes centrais e periféricas de células gigantes.
H,1: Ha diferencas na expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 e do VEGF nas CG e

nas CM entre as leses centrais e periféricas de células gigantes.

Hso: Ndo hé diferencas na expressdo global imuno-histoquimica de cada proteina
analisada (MMP-9, VEGF e FvW) entre lesdes centrais e periféricas de células
gigantes dos maxilares.

Hsi: Ha diferencas na expressdao global imuno-histoquimica de cada proteina
analisada (MMP-9, VEGF e FvW) entre lesdes centrais e periféricas de células

gigantes dos maxilares.

Hso: Nao ha correlacdo na expressao global imuno-histoquimica da MMP-9, VEGF e
FVW em lesdes centrais e periféricas de células gigantes dos maxilares.
Hj.1: Ha correlacéo na expressédo global imuno-histoquimica da MMP-9, VEGF e FvW

em lesdes centrais e periféricas de células gigantes dos maxilares.

Com o intuito de testar as hipdteses supracitadas, os resultados obtidos foram

submetidos a testes estatisticos apropriados. Os dados foram digitados em planilhas
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eletronicas Excel (Microsoft Office 2007 for Windows) e, posteriormente, transferidos para o
programa SPSS (Statistical for Social Science version 17.0 for Windows) para anlise
estatistica.

Para os trés primeiros pares de hipéteses (Hi, Hz e H3), em virtude da auséncia de
distribuicdo normal, a avaliagdo dos escores da MMP-9 e do VEGF nas CG e CM, bem como
0 FYW nas LCCG e LPCG, foi realizada através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

O quarto par de hipoteses (H,) foi avaliado utilizando-se o teste de correlacdo de
Sperman.

Para todos os testes estatisticos utilizados, foi considerado um nivel de significancia de
5% (a=0,05).

4.7 Implicagdes éticas

O presente estudo foi submetido a analise pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRN
(088/09) e pelo Sistema Nacional de Etica na Pesquisa-SISNEP que teve o parecer
APROVADO (ANEXO A).



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados imuno-histoquimicos

5.1.1 Lesé&o central de células gigantes

A expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 localizou-se no citoplasma das células
gigantes multinucleadas (CG) e células mononucleadas (CM), bem como em algumas células
endoteliais (FIGURA 1). Em 100% dos casos houve imunomarcacao da referida proteina para
ambos os tipos celulares (TABELA 1).

Para as celulas gigantes, detectou-se em 100% dos casos o escore 4 (TABELA 1). A
quantidade de células imunorreativas variou de 18 a 172, tendo uma média geral de 97,9
(APENDICE E). Por sua vez, para 0 componente mononuclear os escores variaram do 1 (10%
dos casos) ao 4 (75% dos casos) (TABELA 1). O numero de células imunomarcadas variou
de 93 a 6267, com uma média de 2885 células (APENDICE E).

Em relacdo ao VEGF, observou-se imunomarcacao em citoplasma das células gigantes
multinucleadas e células mononucleadas (FIGURA 2), e por vezes, em células endoteliais
(FIGURA 3). Dos 20 casos, evidenciou-se imunorreacdo em 19 (95%) para as CG e CM
(TABELA 1).

Nas CG, o escore 4 teve uma freqiiéncia em 55% dos casos (TABELA 1). O nimero

de células gigantes positivas ao referido anticorpo variou de 0 a 209, emergindo uma média
de 63,8 (APENDICE E). Para as CM os dados revelam que 55% dos casos tiveram o escore 4
(TABELA 1), tendo de 0 a 7012 células exibindo imunopositividade, com uma média de
2982,5 (APENDICE E).
Foi verificado imunoexpressdo do FVYW em células endoteliais de vasos sanguineos com
limen conspicuo, bem como em brotamentos capilares de limens pouco distintos e células
isoladas (FIGURA 4). Notou-se em 100% dos casos de LCCG imunorreacdo ao FvW
(TABELA 2), tendo-se uma média da MVC em 9,48, variando de 1 a 44,809.



TABELA 1 — Distribuicdo dos escores da marcagdo imuno-histoquimica para
0 anticorpo anti-MMP-9 e -VEGF quanto ao tipo celular em
lesBes centrais de células gigantes. Natal, RN — 2010

Caso MMP-9 VEGF
CG CM CG CM
1 4 1 3 4
2 4 2 4 3
3 4 4 4 3
4 4 1 4 3
5 4 2 2 1
6 4 4 4 4
7 4 4 1 4
8 4 3 4 4
9 4 4 4 2
10 4 4 4 4
11 4 4 4 4
12 4 4 3 4
13 4 4 4 4
14 4 4 4 3
15 4 4 2 1
16 4 4 4 4
17 4 4 3 3
18 4 4 0 0
19 4 4 2 4
20 4 4 3 4

Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN. Legenda: CG —
célula gigante multinucleada; CM — célula mononucleada.
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TABELA 2 — Distribuicdo da MVC
para 0 anticorpo anti-
FvW em lesdes
centrais de células
gigantes. Natal, RN —

2010
Caso MVC
1 4,2
2 11,2
3 8,4
4 4,4
5 44,8
6 3,2
7 52
8 11,6
9 15,8
10 24,6
11 7,6
12 5
13 2,4
14 52
15 6,8
16 5,6
17 5,8
18 12,6
19 4,2
20 1

Fonte: Arquivos da disciplina de
Patologia Oral — UFRN. Legenda:
MVC — contagem microvascular.
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FIGURA 1 — Expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 em lesdo central
de células gigantes evidenciada em citoplasma de células
multinucleadas e células mononucleadas e em células
endoteliais. LSAB (400X).
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FIGURA 2 — Expressio imuno-histoquimica do VEGF em lesdo central de
celulas gigantes evidenciada em citoplasma de células
multinucleadas e células mononucleadas. LSAB (400X).
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FIGURA 3 — Expressdo imuno-histoquimica do VEGF em leséo central de
células gigantes evidenciada em citoplasma de células
multinucleadas, células mononucleadas e células endoteliais.
LSAB (400X).
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FIGURA 4 — Expressdo imuno-histoquimica do FVW em lesdo central de
células gigantes, marcando células endoteliais. LSAB
(400X).
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5.1.2 Lesdo periférica de células gigantes

A imunomarcagdo para a MMP-9 foi observada em localizacdo citoplasmatica das
células gigantes multinucleadas e mononucleadas (FIGURA 5), assim como em algumas
celulas endoteliais (FIGURA 6). Em 100% dos casos houve imunorreacéo da referida proteina
para ambos os tipos celulares (TABELA 3).

Nas CG, evidenciou-se para o0 escore 4 uma frequéncia de 65% dos casos, enquanto o
escore 1 apenas 15% (TABELA 3). A quantidade de células gigantes imunomarcadas variou
de 2 a 190, com uma média geral de 88,15 (APENDICE F). O componente mononuclear
revelou um percentual em 60% dos casos de escore 4, e 10% para escore 1 (TABELA 3). Ao
analisar o numero de células imunopositivas, verifica-se que teve um valor minimo de 664 e o
méximo de 5812, tendo uma média de 2624,5 células (APENDICE F).

Com relacdo ao VEGF, observou-se imunomarcacdo em citoplasma das células
gigantes multinucleadas e mononucleadas e, ocasionalmente, em células endoteliais
(FIGURA 7). Evidenciou-se imunorreacdo em 17 (85%) casos nas CG e em 18 (90%) dos 20
casos nas CM (TABELA 3).

No tipo celular gigante multinucleado, verificou-se em 55% dos casos a ocorréncia do
escore 4 e em 10% o escore 2 (TABELA 3), com 0 a 151 células marcadas, resultando em
uma média geral de 70,35 (APENDICE F). O componente mononuclear, por sua vez, exibiu
um percentual de 25% dos escores 2 e 4 e 20% para 0s escores 1 e 3 (TABELA 3). Houve
uma variacdo de 0 a 7138 no numero de células positivas, com uma média de 2358,3
(APENDICE F).

Verificou-se imunoexpressdo do FVW em células endoteliais de vasos sangliineos com
[imen conspicuo, assim como em brotamentos capilares de limens pouco distintos e células
isoladas (FIGURA 8). Notou-se em 100% dos casos de LPCG imunorreacdo ao FvW
(TABELA 4), tendo-se uma média da MVC de 16,31, variando de 0,2 a 44.



TABELA 3 — Distribui¢do dos escores da marcagdo imuno-histoquimica para
0 anticorpo anti-MMP-9 e -VEGF quanto ao tipo celular em
lesBes periféricas de células gigantes. Natal, RN — 2010

Caso MMP-9 VEGF
CG CM CG CM
1 3 4 2 4
2 4 1 2 4
3 3 3 4 4
4 4 4 4 4
5 1 3 4 2
6 4 4 3 3
7 4 4 3 2
8 4 4 4 2
9 3 4 3 3
10 4 4 4 1
11 1 4 0 0
12 4 4 4 2
13 4 3 3 3
14 4 3 4 3
15 4 1 4 1
16 1 3 0 1
17 4 4 4 1
18 4 2 4 2
19 2 4 0 0
20 4 4 4 4

Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN. Legenda: CG —
célula gigante multinucleada; CM — célula mononucleada.



TABELA 4 — Distribuicdo da MVC

para 0 anticorpo anti-
FvW em lesGes
periféricas de células
gigantes. Natal, RN —
2010

Caso MVC
1 15,6
2 0,2
3 6,6
4 15,6
5 3,4
6 31,4
7 30,4
8 14
9 15,2

10 28,8
11 31,2
12 14
13 44
14 9,6
15 22
16 9,2
17 9
18 11
19 3,8
20 23,8

Fonte: Arquivos da disciplina de
Patologia Oral — UFRN. Legenda:
MVC — contagem microvascular.
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2 B :
FIGURA 5 — Expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 em lesdo

periférica de células gigantes vista em citoplasma de células
multinucleadas e células mononucleadas. LSAB (400X).
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FIGURA 6 — Células endoteliais, células multinucleadas e mononucleadas
imunorreativas & MMP-9 em lesdo periférica de celulas
gigantes. LSAB (400X).
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FIGURA 7 — Expressdo imuno-histoquimica do VEGF em les&o periférica
de células gigantes no citoplasma de células multinucleadas,
células mononucleadas e em células endoteliais. LSAB
(400X).
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FIGURA 8 — Expressdo imuno-histoquimica do FYW em lesdo periférica

de células gigantes, marcando células endoteliais. LSAB
(400X).
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5.1.3 Expressao global da MMP-9 e do VEGF nas LCCG e LPCG

Nas LCCG, ao analisar conjuntamente a expresséo da MMP-9 nas CG e CM
(APENDICE G), nota-se que 75% das lesdes correspondem ao escore 4 (TABELA 5).
Estendendo-se essa analise ao VEGF em ambos os tipos celulares, verifica-se que 60% dos
casos possuem o escore 4 (TABELA 5).

Ao reunir os valores das CG e CM para a expressaio da MMP-9 nas LPCG
(APENDICE G), observa-se que 60% apresentam o escore 4. Somando-se 0 numero de
células imunorreativas nos dois tipos celulares para o VEGF, verifica-se que 25% das lesdes
possuem o escore 4 (TABELA 5).



TABELA 5 — Distribuicdo dos escores da marcacao imuno-histoquimica para
0 anticorpo anti-MMP-9 e -VEGF em lesdes centrais (LCCG) e

periféricas de células gigantes (LPCG). Natal, RN — 2010

Caso

LCCG

LPCG

MMP-9

VEGF

MMP-9

VEGF
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Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN.

5.2 Resultados estatisticos

68

A anélise da hipotese;, por meio do teste de Mann-Whitney, exibiu os seguintes

resultados:
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Ha0: N&o ha diferencas na expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 e do VEGF nas

CG e nas CM intralesionais.
H11: Ha diferencas na expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 e do VEGF nas CG

e nas CM intralesionais.

Uma vez que ndo houve variagdo nos escores da expressao da MMP-9 nas CG da
LCCG, ndo se realizou testes estatisticos para essa analise.
Ao comparar as medianas dos escores do VEGF nas CG e CM nas LCCG, ndo se observou

diferenga significativa (p=0.964) (TABELA 6).

TABELA 6 — Parédmetros utilizados no céalculo do teste de Mann-Whitney para a avaliacéo
dos escores de células imunorreativas para o0 VEGF, segundo o tipo celular em
lesbes centrais de células gigantes. Natal, RN — 2010

Tipo de Tipo Soma dos Meédia dos
marcador celular n Mediana Q25-Q7s postos postos U p
VEGF
CG 20 4 225-4 408,50 20,43 198,5 0.964
CM 20 4 3-4 411,50 20,58

Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN. Legenda: CG — célula gigante
multinucleada; CM — célula mononucleada.

Semelhantemente, ao comparar as medianas dos escores da expressdao do VEGF nas
CG e CM do VEGF nas LPCG, néo se notou diferenca significativa (p=0.069) (TABELA 7).

TABELA 7 — Parametros utilizados no calculo do teste de Mann-Whitney para a avaliagao
dos escores de células imunorreativas para o VEGF, segundo o tipo celular em
lesGes periféricas de células gigantes. Natal, RN — 2010

Tipo de Tipo Soma dos Meédia dos
marcador celular n Mediana Q25-Q7s postos postos U p
VEGF
CG 20 4 2,254 474,50 23,73 135,5 0.069
CM 20 2 1-3,75 345,50 17,28

Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN. Legenda: CG — célula gigante
multinucleada; CM — célula mononucleada.
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Ao confrontar as medianas dos escores da MMP-9 e do VEGF nas CM das LCCG, nado
se observa diferencga significativa (p=0.265) (TABELA 8).

TABELA 8 — Parametros utilizados no calculo do teste de Mann-Whitney para a avaliacao
dos escores de células imunorreativas para as mononucleadas (CM), segundo o
tipo de marcador em lesdes centrais de células gigantes. Natal, RN — 2010

Tipo Tipo de Soma dos Media dos
celular marcador n Mediana Q25-Q7s postos postos U p
CM
MMP-9 20 4 3,254 445,00 22,25 165,0 0.265
VEGF 20 4 35-4 375,00 18,75

Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN.

Posteriormente, foi realizada a mesma comparacdo para as LPCG. Das analises
estatisticas, emergem valores de p que mostram diferenca significativa entre as medianas dos
escores da MMP-9 e do VEGF nas CM (p=0.009) (TABELA 9).

TABELA 9 — Pardmetros utilizados no célculo do teste de Mann-Whitney para a avaliacdo
dos escores de células imunorreativas para as mononucleadas (CM), segundo o
tipo de marcador em lesdes periféricas de células gigantes. Natal, RN — 2010

Tipo Tipo de Soma dos Meédia dos
celular marcador n Mediana Q25-Q7s postos postos U p
CM
MMP-9 20 4 3-4 501,50 25,08 108,5 0.009
VEGF 20 2 1-3,75 318,50 15,93

Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN.

Em seguida, foram computados calculos para a analise da hipotese,, por meio do teste

de Mann-Whitney, que revelaram os seguintes achados:

H.
H.0: N&o ha diferengas na expressédo imuno-histoquimica da MMP-9 e do VEGF nas
CG e nas CM entre as lesdes centrais e periféricas de células gigantes.
H,.1: Ha diferencas na expresséo imuno-histoquimica da MMP-9 e do VEGF nas CG

e nas CM entre as lesdes centrais e periféricas de células gigantes.
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Confrontando as medianas dos escores da MMP-9 nas CM entre as LCCG e LPCG, os
dados mostram uma diferenca néo significativa (p=0.463) (TABELA 10).

Para o VEGF, ao se fazer um paralelo com as medianas dos escores do VEGF nas CG
entre as lesdes, ndo houve distingdo significativa (p=0.905); todavia, nas CM evidenciou-se
uma diferenca significativa (p=0.034) (TABELA 10), ou seja, no componente mononuclear,
as LCCG tinham maior expressdo do VEGF do que nas LPCG.

TABELA 10 — Parametros utilizados no calculo do teste de Mann-Whitney para a avaliagdo
dos escores do percentual de células imunorreativas para a MMP-9 e 0 VEGF,
segundo o tipo celular entre lesGes centrais de células gigantes (LCCG) e lesdes
periféricas de células gigantes (LPCG). Natal, RN — 2010

Tipo Soma dos Média dos
celular Lesédo N Mediana Q25-Qrs postos postos U p
MMP-9
CM LCCG 20 4 3,25-4 432,5 21,63 1775 0.463
LPCG 20 4 3-4 387,5 19,38
VEGF
CG LCCG 20 4 2,254 414,0 20,70 196,0 0.905
LPCG 20 4 2,254 406,0 20,30
CM LCCG 20 4 3-4 485,0 24,25 125,0 0.034
LPCG 20 2 1-3,75 335,0 16,75

Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN. Legenda: CG — célula gigante
multinucleada; CM — célula mononucleada.

Logo apds, foi analisada a hipoOteses, por meio do teste de Mann-Whitney, que
demonstrou os seguintes achados:
Hs
Hso: N&o ha diferengas na expressdo global imuno-histoquimica de cada proteina
analisada (MMP-9, VEGF e FvW) entre lesGes centrais e periféricas de células
gigantes dos maxilares.
Hs,: Ha diferencas na expressdo global imuno-histoquimica de cada proteina
analisada (MMP-9, VEGF e FvW) entre lesGes centrais e periféricas de células

gigantes dos maxilares.

Ao se realizar o teste U de Mann-Whitney, ndo se constatou diferencas significativas

na expressao da MMP-9 entre as lesdes (p=0.583). Contudo, houve diferenca significativa na
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expressdao do VEGF, sendo maior nas LCCG (p=0.038). Adicionalmente, houve uma maior
mediana da MVC para as LPCG (p=0.049), embora o valor de p encontrar-se no limiar de
significancia (TABELA 11).

TABELA 11 — Parametros utilizados no célculo do teste de Mann-Whitney para a avaliacéo
dos escores de celulas imunorreativas para MMP-9, VEGF e FVW entre
lesGes centrais (LCCG) e periféricas de células gigantes (LPCG). Natal, RN

— 2010
Soma dos Meédia dos

Leséo n Mediana Q25-Q7s postos postos U p
MMP-9

LCCG 20 4 325-4 430,5 2153  179,5 0.583

LPCG 20 4 3-4 389,5 19,48
VEGF

LCCG 20 4 3-4 487,0 24,35 123,0 0.038

LPCG 20 2,5 1-3,75 333,0 16,65
FYW

LCCG 20 57 425-115 337,0 16,85  127,0 0.049
LPCG 20 146 72-275 483,0 24,15
Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN.

Finalmente, testou-se correlacdo para verificar a hipOtese,s, através do teste de

Spearman, que teve 0s seguintes resultados:

Hy
Hao: Ndo ha correlagcdo na expressdo global imuno-histoquimica da MMP-9, VEGF
e FYW em lesdes centrais e periféricas de células gigantes dos maxilares.
Hj1: H& correlagcdo na expressdo global imuno-histoquimica da MMP-9, VEGF e

FVW em lesdes centrais e periféricas de células gigantes dos maxilares.

Para a LCCG, ndo houve correlacdo significativa entre MMP-9 x VEGF e MMP-9 x FvW
(p>0.05). Entretanto, percebeu-se correlacdo negativa significativa entre VEGF x FvW
(p=0.005) (TABELA 12).
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Calculando-se 0 mesmo teste para as LPCG, ndo se observa correlagdo entre VEGF x
MMP-9, VEGF x FvW e MMP-9 x FvW.

TABELA 12 — Valores do teste de Sperman para avaliar as correlagdes dos escores de células
imunorreativas para a MMP-9 e o VEGF e da contagem microvascular de
vasos imunorreativos ao FYW, em lesdes centrais (LCCG) e periféricas de
células gigantes (LPCG). Natal, RN — 2010

Leséo Variavel N r p
LCCG
VEGF x MMP-9 20 - 0,022 0.925
VEGF x FvW 20 - 0,599 0.005
MMP-9 x FvW 20 -0,111 0.640
LPCG
VEGF x MMP-9 20 - 0,041 0.864
VEGF x FvW 20 - 0,005 0.985
MMP-9 x FvW 20 0,284 0.225

Fonte: Arquivos da disciplina de Patologia Oral — UFRN.
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6 DISCUSSAO

As LCCG e LPCG sdo lesbes proliferativas ndo neoplasicas que acometem o
complexo maxilo-mandibular. A LCCG é uma lesdo intra-6ssea, de etiologia desconhecida,
que possui um comportamento clinico variado, desde assintomético, com crescimento lento a
um processo sintomatico e com expansdao rapida (BATAINEH; AL-KHATEEB,;
RAWASHDEB, 2002; QUINDERE et al., 2008). A LPCG ocorre em tecido mole, com
provavel origem no ligamento periodontal e possui um quadro clinico indolente
(CAPELOZZA; TAVEIRA; PAGIN, 2007; CARLI; SILVA; PAZA, 2006; NOGUEIRA et
al., 2004; QUINDERE et al., 2008; RESENDE et al., 2007). Apesar das diferencas clinicas
salientadas, ambas as lesbes compartilham caracteristicas histopatoldgicas (FLOREZ-
MORENO et al., 2008; SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000). Nota-se a presenca de uma
quantidade varidvel de células gigantes multinucleadas, com citoplasma amplo, possuindo
poucos ou varios ndcleos no seu interior e em meio a esse tipo celular, encontram-se células
mononucleadas ovdides e fusiformes com o nicleo mais palido, diferindo nitidamente das
células inflamatérias, como os linfécitos (ITONAGA et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2004;
QUINDERE et al., 2008).

A natureza, bem como a patogenia das LCCG e LPCG ainda sao objetos de discusséo.
Ha trabalhos que avaliaram marcadores relacionados a atividade mitética celular comparando
a LCCG com o tumor de células gigantes dos 0ssos longos (TCG) (SOUZA et al., 1999) e,
posteriormente, com LPCG (SOUZA; MESQUITA; GOMES, 2000). Interessantemente, 0
TCG revelou percentual reduzido de células positivas ao Ki-67 e PCNA quando comparado a
LCCG e o ultimo trabalho demonstrou que as LPCG, de forma geral, tinham uma tendéncia a
uma atividade proliferativa maior que as LCCG, embora ndo demonstrasse diferencga
significativa. Adicionalmente, estudos no campo da genética, apesar de ndo conclusivos, ndo
tém demonstrado envolvimento de alteracGes genéticas para o desenvolvimento de LCCG
(CARVALHO et al., 2009; LIETMAN et al., 2007).

Recentemente, Vered, Buchner e Dayan (2006) sugerem que a LCCG ndo pode ser
definida como uma leséo proliferativa vascular.

A respeito da patogenia dessas lesdes, sugere-se que monaocitos advindos da circulagao
seriam recrutados para o interior da lesdo através de fatores quimiotéticos, tais como a
proteina quimiotatica de mondcito 1, I1L-8 e TGF- B (HAQUE; MOATASIM, 2008). Os

monocitos seriam estimulados pelo RANKL a se fusionarem e formarem as células gigantes
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semelhantes aos osteoclastos, fenotipo esse confirmado em varios trabalhos (ITONAGA et
al., 2003; TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997). Essas células atuariam na desmineralizacdo do
tecido 0Osseo, tendo como auxiliar no processo as MMPs (KUMTA et al., 2003). Essa
hipdtese ndo é aceita apenas para LCCG, LPCG e TCG, mas também em outras lesdes com
células gigantes como cisto dsseo aneurismatico e o querubismo. Acredita-se que as lesGes
que apresentam células gigantes compartilham achados similares, assim como fendtipos
celulares, podendo compartilhar, entdo, o0 mesmo mecanismo de formacéo das CG, apesar de
possuirem etiologias distintas (L1U; YU; LI, 2003).

As MMPs constituem um grupo de endopeptidades proteoliticas zinco-dependente.
Elas tém como fungdo degradar matriz extracelular, processar e liberar fatores de crescimento,
reparo tecidual e angiogénese (GJERTSSON et al., 2005; GOLDMAN; SHALEV, 2003;
LEWIS; SPEIGHT, 1999; ROY; YANG; MOSES, 2009; STERNLICHT; WERB, 2001;
UEDA et al., 1996). Pesquisas tém sugerido que as MMPs desempenham um importante
papel no processo de invasdo tumoral e metastase em fungdo de sua habilidade de degradar
constituintes da MEC, facilitando a invasdo na membrana basal, a primeira barreira para
invasdo de células tumorais (ROY; YANG; MOSES, 2009; STERNLICHT; WERB, 2001).

No presente estudo, pesquisou-se a expressdao imuno-histoquimica das proteinas
MMP-9, VEGF e FYW em LCCG e LPCG, para efeito comparativo entre as duas entidades,
histologicamente semelhantes e de comportamento biolégico distinto.

Nas LCCG e LPCG, a localizacdo da marcacdo imuno-histoquimica, bem como os
tipos celulares imunomarcados para a MMP-9, VEGF e FYW concordam com outros estudos
descritos na literatura (CARLILE et al., 2001; RAO et al., 1999; RUIZ, 2008; UEDA et al.,
1996; VERED; BUCHNER; DAYAN, 2006; ZHENG et al., 2000).

A MMP-9 tem como substrato o colageno IV, principal componente da membrana
basal que envolve os vasos (UEDA et al., 1996). Ela o degrada e aumenta a eficiéncia da
proliferacdo das células endoteliais em direcdo ao estimulo angiogénico ao expor sitios de
ligacdo de integrinas como a ayf3 (RUNDHAUG, 2005). Na remodelagdo dOssea a presenca
desta MMP ¢ essencial para invasdo dos osteoclastos e de células multinucleadas (ENGSIG et
al., 2000). A referida MMP ¢é capaz de degradar a por¢do ndo mineralizada 6ssea, pois € uma
enzima proteolitica muito eficiente para clivar coldgeno | e Il dos componentes organicos
desmineralizados do osso (KUMTA et al., 2003). Adicionalmente, auxilia na liberacdo do
VEGF ligado & MEC, permitindo um aumento na vasculariza¢cdo que, por conseguinte,
permite a chegada de mais células precursoras de osteoclastos (RUNDHAUG, 2005). A

MMP-9 é produzida por diversos tipos celulares, tais como células inflamatdrias e células
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mesenquimais, como as endoteliais, fibroblastos e osteoblastos (MATTU et al., 2000; XU et
al., 2005).

Nesse estudo, a MMP-9 mostrou imunorreatividade em mais de 75% das celulas
gigantes em 100% dos casos de LCCG e 65% de LPCG, semelhantemente ao observado nas
CM de ambas as lesdes (75% e 60%, respectivamente), embora sem diferenga significativa
(p>0.05).

As CG produzem IL-1B ¢ TNF-a que estimulam as CM a produzirem MMP-9. Rao et
al. (1999) verificaram que a expressdo de MMP-9 também esta intimamente relacionada com
a quantidade de CM. Utilizando uma cultura de células de um TCG, os pesquisadores
observaram que havia uma reducdo na expresséo do RNAm da MMP-9, a medida que
diminuia o nimero de CG a cada passagem do meio de cultura. Adicionalmente, a pesquisa
demonstrou que ao adicionar-se um anticorpo neutralizante da IL-1p, a expressdo da MMP-9
era parcialmente bloqueada, e que as células mononucleadas eram estimuladas a produzir a
MMP-9 ao acrescentar-se a referida interleucina. Embora o componente multinucleado nédo
seja considerado responsavel pelo diferente padrdo de comportamento bioldgico, os
pesquisadores sugerem a existéncia de uma interacdo entre as CG e CM determinante no
comportamento mais agressivo do TCG.

Ainda no tocante aos tipos celulares, tem-se verificado que as CM tém um
comportamento proliferativo maior que as CG (RAO et al.,, 1999) e isso poderia ser
responsavel pelo comportamento bioldgico distinto entre as lesées (LIU; YU; LI, 2003).
Vaérios trabalhos que almejaram tracar um fen6tipo para as CG, sugeriram gque as mesmas
pertencem a uma linhagem macrofégica, pois as células eram imunorreativas ao anticorpo
anti-CD68 (FLOREZ-MORENO et al., 2008; LIU; YU; LI, 2003; O’MALLEY et al., 1997;
TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997). Sabe-se que os macrdfagos liberam algumas citocinas,
dentre elas interleucinas, como a IL-1p e o VEGF, o que favorece a suposi¢do de que uma
maior expressdo de CG CD68+ poderia estar associada aos aspectos clinicos mais agressivos
da LCCG (FLOREZ-MORENO et al., 2008).

Alguns estudos analisaram a expressdo imuno-histoquimica do CD68 em LCCG e
LPCG. Liu, Yu e Li (2003) verificaram que havia um percentual ligeiramente maior de
células positivas nas LCCG, apesar de ndo ser significativo. Entretanto, Florez-Moreno et al.
(2008) constataram um maior numero significativo de células imunorreativas ao CD68 nas
LCCG. Além disso, uma pesquisa comparando 0 mesmo marcador entre LCCG e TCG
(ARAGADO et al., 2007) e outro estudo entre LCCG agressivas e ndo agressivas (O’MALLEY

et al., 1997) ndo verificaram divergéncias significativas. Assim, observa-se uma tendéncia das
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LCCG produzirem maior quantidade de MMP-9, uma vez que essas lesdes exibem maior
namero de células CD68+ e, dessa forma, essa endopeptidase estaria mais envolvida na
clivagem dos constituintes organicos desmineralizados (L1U; YU; LI, 2003). No atual estudo,
apesar das LCCG apresentarem mais células imunorreativas a MMP-9 do que nas LPCG, a
diferencga ndo foi suficiente para apresentar significado estatistico (p=0.583).

Liu, Yu e Li (2003) ao avaliarem a expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 em 34
LCCG e 6 LPCG nos dois componentes celulares, observaram que as CG em ambas as lesdes
exibiram um percentual de positividade muito proximo (94,6% e 93,3%, respectivamente),
assim como as CM (12,8% e 12%). No atual trabalho, ndo foi possivel realizar testes
estatisticos para os escores do componente multinucleado imunomarcado para a MMP-9 e
diferencia-lo entre as lesbes, pois 0 mesmo foi constante nas LCCG, apesar dos achados
corroborarem as assertivas de Liu, Yu e Li (2003). Contudo, nas CM, 75% das LCCG e 60%
das LPCG apresentaram escore 4, ou seja, mais de 75% das células imunorreativas; dessa
forma, esses resultados se afastam dos encontrados no estudo supracitado.

O VEGF é uma molécula solGvel de mecanismo de atuacdo autdcrino e paracrino que
compreende uma familia de proteinas multifuncionais que estdo envolvidas na angiogénese
fisioldgica ou patologica (FERRARA, 2004; MITROU et al., 2009). A angiogénese é um
processo de formacdo de novos vasos a partir de endotélio pré-existente e 0 VEGF induz um
aumento de permeabilidade vascular, assim como atividade mitogénica das células
endoteliais. Esse processo é fundamental no desenvolvimento embrionario e no ciclo
reprodutivo. Além disso, é vital em condicGes patoldgicas como o cancer, artrite reumatoide,
retinopatias e psoriase (FERRARA, 2004; NIIDA et al., 1999; SEGHEZZI et al., 1998;
SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007). O VEGF ¢é produzido por mondcitos e macréfagos
ativados (ZHENG et al., 2000).

Embora a producdo de VEGF tenha sempre sido relacionada com a angiogénese, ele
pode ter outras funcdes biologicas (ZHENG et al., 2000). Tem-se sugerido um papel adicional
a referida proteina: a formacdo de osteoclastos (ENGSIG et al., 2000; NIIDA et al., 1999).
Niida et al. (1999) demonstraram que a administracdo de VEGF induz a formagéo de
osteoclastos em ratos osteopetroticos. Assim, o VEGF além de estimular a angiogénese local
para aumentar o aporte de células precursoras osteoclasticas, atuaria na diferenciacéo
osteoclastica em cooperacdo com RANKL, uma vez que foi demonstrado que essas células
possuem receptores para 0 VEGF de maneira similar as CM com linhagem macrofagica.
Além disso, na auséncia funcional do fator estimulante de col6énia de macréfago (M-CSF), o

VEGF ¢é responsavel pelo recrutamento de osteoclastos.
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Em uma pesquisa conduzida por Vered, Buchner e Dayan (2006) analisaram a
expressdo imuno-histoquimica do VEGF em 41 casos de LCCG e verificaram que 95% das
lesGes apresentaram imunorreatividade nos dois componentes celulares. Na atual amostra,
verificou-se percentual equivalente de casos (95%) positivos a proteina nas CG e CM, estando
de acordo com os achados dos autores supracitados. Ainda com relacdo ao trabalho citado,
cerca de 73% dos casos apresentaram mais de 75% das CG positivas e cerca de 50% para as
CM positivas. Na presente investigacdo, 55% da amostra mostraram mais de 75% das CG e
CM positivas, que se aproximam dos dados na literatura.

Estudos com tumores dsseos priméarios malignos e benignos tém demonstrado que ha
muitas células envolvidas na formagdo e na reabsorcéo 6ssea. O VEGF ja foi identificado em
osteoblastos e células semelhantes aos osteoclastos em osteoblastoma, em CG e CM de
sarcomas osteogénicos (SULZBACHER et al., 2002) e de TCG (KUMTA et al., 2003). A
alta vascularizacdo tem sido considerada como um potencial marcador metastatico e de pobre
prognostico em varios tipos de tumores, incluindo o TCG. Alguns trabalhos associaram esse
fendmeno com a agressividade do comportamento clinico (KUMTA et al., 2003; ZHENG et
al., 2000). Com relacdo ao TCG, a alta expressdo de VEGF foi associada a graus avangados
dessa lesdo, ja que as lesGes que tiveram recorréncia mostraram altas médias de expressdo de
RNAmM do VEGF (KUMTA et al., 2003).

A LCCG e o TCG compartilham duas caracteristicas: sdo lesdes osteoliticas e
possuem um consideravel nimero de CG e CM positivas aos fatores angiogénicos. E proposta
uma conexao entre angiogénese e 0 processo de reabsorcdo 6ssea (FOLKMAN, 2002;
VERED; BUCHNER; DAYAN, 2006). O aumento da reabsorcdo e remodelacdo dssea
coincide com a angiogénese no desenvolvimento ésseo fisioldgico, assim como em doenca
periodontal e artrite reumatdide. Isso poderia ser elucidado pelo fato de que a maior
quantidade de vasos sangliineos aumentaria a oferta de células precursoras osteoclasticas a
area. Essas células migrariam para o intimo da les&o e atuariam na reabsorcdo 6ssea (VERED;
BUCHNER; DAY AN, 2006). Ao se comparar a expressao do VEGF entre as lesdes, os dados
mostraram que as CM das LCCG exibiram expresséo significativamente maior que das LPCG
(p=0.034) e uma maior expressdo global deste marcador nas LCCG (p=0.038). Assim,
provavelmente, a osteoclastogénese parece ser 0 evento mais proeminente que a angiogénese
para explicar a maior expressdo desse fator, pois 0 mesmo pode ser quimiotatico para os
osteoclastos (ENGSID et al., 2000).

Para investigar se as LCCG e as LPCG exibiriam diferencas em sua vascularizacéo,

realizou-se a mensuracdo vascular através da utilizacdo do FVW que é especifico para células
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endoteliais. Esta mensuragdo é considerada um indicador do potencial angiogénico (RUIZ,
2008). Ainda que existam opinides conflitantes em relacdo a indica¢do do marcador imuno-
histoquimico que ofereca melhores resultados na quantificacdo da vascularizagéo, o anticorpo
anti-FvW é o mais recomendado (CARLILE et al., 2001; SOUZA; FREITAS; MIRANDA,
2007). Neste experimento, todos os casos de LCCG e LPCG exibiram marcagéo positiva para
0 anticorpo anti-FvW (MVC de 0,2 a 44,8).

Lim e Gibbins (1995) realizaram um estudo que tinha como objetivo principal tracar
um perfil fenotipico dos componentes celulares das LCCG, LPCG e TCG através de
marcadores imuno-histoquimicos e observaram um achado interessante: o padrdo de
organizacao e diferenciacdo dos vasos sanguineos nessas lesfes. Primeiramente, verificaram
gue o componente mononuclear exibia marca¢do para o antigeno comum leucocitario e as
células gigantes para MB1 (marcador de células precursoras osteoclasticas e de linfocitos B),
mas sem diferencas entre as trés lesdes. Posteriormente ao verificar marcagdo para o fator
VIII, que é especifico para células endoteliais, notaram que na periferia das lesdes ele
encontrava-se mais expresso e na intimidade das mesmas, adjacente as células gigantes, ndo
se encontrava expresso. Na andlise ultraestrutural com microscopia eletrdnica de transmisséo,
foi revelado que as células endoteliais na periferia estavam bem formadas, com proeminente
membrana basal e juncGes intercelulares. Na por¢do mais intima das lesdes, ndo foram
encontrados vasos com estruturas completas, exceto células endoteliais com dificil
reconhecimento.

Sob outro foco, Quinderé et al. (2008) avaliaram a expressdo imuno-histoquimica de
proteinas da MEC em 16 casos de LCCG e 8 de LPCG. Os autores notaram uma fraca
positividade do colageno IV ao longo da membrana basal de vasos sanguineos presentes em
porcdes profundas das LCCG e LPCG, sugerindo a presenca de estruturas vasculares mal
formadas ou imaturas. Além disso, nos vasos sanguineos situados na periferia das LPCG, a
expressdo imuno-histoquimica intensa e continua da fibronectina nas membranas basais,
indicou uma maior vascularizacéo.

Vered, Buchner e Dayan (2006) mensuraram a vascularizacdo de LCCG e perceberam
que nas areas profundas da lesdo houve uma baixa vascularizagdo significativamente menor
que nas areas inflamatorias.

No presente trabalho, a mensuracdo foi realizada apenas na area da lesdo. A MVC
apresentou uma maior média nas LPCG (16,31) do que nas LCCG (9,48), sendo esta
diferenca significativa (p=0.049), apesar de estar no limiar de significancia. Vale salientar que

0 FVYW néo distingue vasos maduros de recém-formados (CARLILE et al., 2001). Uma
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possivel explicacdo para este fato seria que, sendo as LPCG um processo reacional, fatores
irritantes locais que desencadeiam uma maior resposta inflamatéria local (SOUZA;
MESQUITA; GOMEZ, 2000) proporcionariam maior liberacéo de citocinas, como a IL-1, IL-
8, TGF-B, estimulando a angiogénese (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Por conseguinte,
ISso resultaria em uma maior vascularizagdo no microambiente da lesdo.

Tracando-se um paralelo com a MMP-9 e 0 VEGF, essas proteinas podem atuar em
conjunto sob dois prismas distintos: na angiogénese e na osteoclastogénese (KUMTA et al.,
2003; UEDA et al., 1996; ZHENG et al., 2000).

Em linhas gerais, apds o estimulo da angiogénese em quadros de hipdxia, células
mesenquimais produzem o VEGF e este atua diretamente nas células endoteliais.
Concomitantemente, para que as células endoteliais possam migrar livremente pela MEC, ha
a producdo de algumas MMP-s, dentre elas a MMP-9 que degrada constituintes da MEC e a
membrana basal que compBe 0s vasos sanguineos. Além disso, essa protease libera mais
VEGF que se encontra ligado a MEC através da clivagem da ligacdo do mesmo com o fator de
crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) (KUNDHAUG, 2005). Nas LPCG foi constatado
gue houve uma maior expressdao de MMP-9 nas CM, em comparacdo ao VEGF (p=0.009).
Para compreender melhor este achado, deve-se ressaltar que a MMP-9 regula negativamente a
angiogénese, pois ao degradar a MEC, ha liberagdo de fragmentos proteoliticos com atividade
anti-angiogénica como a angiostatina, endostatina e tumstatina, que possivelmente, ja
reduziriam a liberacdo de VEGF (CORNELIUS et al., 1998; KUMTA et al., 2003).

No contexto da osteoclastogénese, a destruicdo do osso mineralizado é mediada
através da acao de osteoclastos que atuam sobre a matriz dssea mineralizada e outras enzimas
como a MMP-9 (KUMTA et al.,, 2003). A MMP-9 atua na matriz cartilaginosa ndo
mineralizada do osso, facilitando a migracdo de osteoclastos em direcdo a superficie Ossea
(UEDA et al., 1996). O VEGF atua no recrutamento de células precursoras osteoclasticas,
assim como na diferenciacdo das mesmas em osteoclastos (NIIDA et al., 1999).

Jobim et al. (2008) avaliaram a expressdo imuno-histoquimica de ambas as proteinas
em cancer de mama e observou correlacdo positiva significativa entre VEGF e MMP-9. Néo
foi evidenciado correlagdo entre a expressédo de VEGF e vascularizagdo no estudo conduzido
por Ruiz (2008) na avaliacdo da expressao de MMP-9, VEGF e FYW em leses periapicais de
natureza inflamatoria. Ressalta-se, evidentemente, que o contexto dos trabalhos supracitados
difere da atual pesquisa. Os dados do presente trabalho n&o revelam correlagéo significativa
entre VEGF e MMP-9 nas LCCG e LPCG.
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Contudo, Zheng et al. (2000) ao analisar a expressao genética do VEGF por meio da
RT-PCR em TCG, constataram que o VEGF correlacionou-se positivamente com 0s estagios
clinicos da doenca, embora nao apresentasse correlacdo com a vascularizacdo. Porém,
achados dispares séo reportados por Yamamoto et al. (1998) e Torimura et al. (1998) que,
através da mesma técnica, ndo observaram correlacdo entre o0 VEGF e o0s estégios clinicos do
carcinoma gastrico e hepatocelular, respectivamente. Adicionalmente, Carlile et al. (2001), os
quais estudando, através da imuno-histoquimica, a expressdo do VEGF e do FVW por meio da
MVV em espécimes de mucosa oral normal, displasia epitelial e carcinoma epidermoide oral,
constataram uma correlagédo negativa significativa entre o VEGF e a MVV.

Os dados da presente pesquisa demonstram uma correlagdo negativa significativa entre
0 VEGF e FYW nas LCCG (p=0.005), apesar da auséncia da correlacdo nas LPCG, achados
similares obtidos por Carlile et al. (2001). Em conjunto, esses resultados denotam que o
nimero de vasos ndo € necessariamente correlacionado com o grau de angiogénese, bem
como a expressdo do VEGF, uma vez que a producdo do VEGF pode estar associada a outro
contexto biolégico, como a reabsor¢do 6ssea. Zheng et al. (2000) sugerem que a expressao do
VEGF poderia estar associada com a formacdo de CG semelhantes aos osteoclastos e nas
areas onde ha maior expressao do VEGF, provavelmente estaria envolvido na angiogénese,
bem como estimulando a osteoclastogénese.

Sabendo-se da importancia das funcdes desempenhadas pela MMP-9 e pelo VEGF no
processo de formacdo de novos vasos e na reabsorcao dssea e embasando-se nos achados da
presente pesquisa, propde-se que a tendéncia da maior imunoexpressdo das referidas proteinas
observadas nas LCCG possa ser explicada pelo maior envolvimento de ambas na
osteoclastogénese. Salienta-se que as LPCG, ocasionalmente, podem provocar reabsorcdo
Ossea; porém, em menores intensidade e agressividade, indicio que justifica a menor
expressdo da MMP-9 e do VEGF nessas lesdes. Embora as LCCG e as LPCG néo sejam
lesGes proliferativas vasculares, a maior vascularizacdo observada nas LPCG pode estar
associada a sua natureza reacional diante a fatores irritantes locais, em que O processo

inflamatorio contribuiu para a maior formacgéo de vasos.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste experimento conclui-se que:

1. A expressdo imuno-histoquimica do VEGF é significativamente maior nas LCCG,
particularmente nas CM e observa-se uma tendéncia a maior imunoexpressdo da MMP-9
também nestas lesdes, embora nao significativa estatisticamente. Estes achados sugerem que a
expressao destas proteinas pode estar mais relacionada com o processo de osteoclastogénese
fundamental ao crescimento destas lesdes.

2. O grau de vascularizagdo mostrou-se significativamente maior nas LPCG, fato este
que pode estar relacionado diretamente com a natureza reacional das primeiras, em que 0

processo inflamatdrio com sua rica angiogénese contribui sobremaneira para estes achados.
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APENDICE A - Ficha para coleta de dados LCCG

Caracteristicas clinicas das LCCG
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APENDICE B - Ficha para coleta de dados LPCG

Caracteristicas clinicas das LPCG
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APENDICE C - Ficha para anotacéo das células imunopositivas/total de células
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APENDICE D - Ficha de avaliacio da expressdo imuno-histoquimica do FvW

Lesdo: ( ) LCCG; ( )LPCG
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APENDICE E — Parametros utilizados no calculo do percentual de CG e CM positivas

ao VEGF e MMP-9 nas LCCG

MMP-9 VEGF
CG CM CG CM
Caso |P T |% P T % P [T |[% P T %
1] 92| 104| 88,46% 93| 6346 1,47%| 89| 126| 70,63% |4716 | 5577 | 84,56%
2| 150| 159| 94,34%| 2764 | 5676| 48,70%| 93| 99| 93,94% | 2552 | 3626 | 70,38%
3| 50| 59| 84,75% | 2854 | 3251| 87,79% | 65| 84| 77,38% |2696| 3797 | 71,00%
4| 143] 153| 93,46%| 316| 3326| 9,50% | 209| 209 |100,00% | 1373 | 1850 | 74,22%
5| 97]125| 77,60%| 670| 2128| 31,48% | 20| 48| 41,67%| 63|2803| 2,25%
6] 131| 131100,00% | 2409| 2853 | 84,44% | 123| 128| 96,09% | 3522 | 4623 | 76,18%
7] 109| 115| 94,78% | 2813| 3137| 89,67% 5| 36| 13,89% 5793|5872 | 98,65%
8| 128| 133| 96,24% | 2108 | 3211| 65,65% | 125| 138| 90,58% |4600| 4948 | 92,97%
9] 18| 22| 81,82%| 3677| 3844| 95,66% | 10| 13| 76,92%|1449| 3179 45,58%
10| 80| 86| 93,02% | 3921 | 4208| 93,18% | 68| 72| 94,44% 5468 | 6250 87,49%
11| 105] 105/100,00% | 2480 | 2646| 93,73%| 48| 50| 96,00% |1988 | 2338 | 85,03%
12| 62| 75| 82,67%| 3301| 3643| 90,61% | 59| 116| 50,86% |2825| 3672 | 76,93%
13| 74| 95| 77,89%| 3291| 3872| 84,99%| 52| 62| 83,87%|7102| 7201 98,63%
14| 93] 101| 92,08% | 3279| 3405| 96,30% | 85| 105| 80,95% | 1456 | 2268 | 64,20%
15| 48| 48|100,00% | 1013| 1238| 81,83%| 33| 66| 50,00% | 626|5522| 11,34%
16| 121] 129| 93,80% | 3470| 4237| 81,90%| 59| 69| 8551%|2938| 3251 | 90,37%
17| 100| 100|100,00% | 4303 | 4386| 98,11%| 63| 88| 71,59% 3095|4180 | 74,04%
18| 172| 173| 99,42%| 6061 | 6103 | 99,31% 0| 82| 0,00% 0]5833| 0,00%
19| 100| 104| 96,15% | 6267 | 6317 | 99,21%| 48| 98| 48,98% 4417|4961 | 89,03%
20| 86| 97| 88,66% | 2610| 2802| 93,15%| 22| 40| 55,00% |2971| 3813 | 77,92%
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APENDICE F — Parametros utilizados no célculo do percentual de CG e CM positivas
ao VEGF e MMP-9 nas LPCG

MMP-9 VEGF
CG CM CG CM
Caso|P |T % P T % P T % P T %
1| 80| 113| 70,80% | 3233|3905| 82,79% | 43|103|41,75% |5140| 6114 |84,07%
2(190| 197 | 96,45% | 872|3796| 22,97%| 35| 81|43,21% |4435| 4732(93,72%
3| 54| 73| 73,97%| 1800|2415| 74,53% | 100|116|86,21% |4450| 4529 |98,26%
41121 126| 96,03% | 2206 |2213| 99,68% | 108|113 |95,58% |1997 | 2578|77,46%
5( 20| 166| 12,05% | 2190|3459 | 63,31% | 141|149|94,63% | 2102 | 5487 |38,31%
6124 | 133| 93,23% | 3020|3297 | 91,60% | 31| 53|58,49% |2774| 4446 |62,39%
7| 88| 92| 95,65% | 2012|2559 | 78,62% | 52| 73|71,23% |1414| 4055 |34,87%
8144 | 144|100,00% | 2248|2309 | 97,36% | 110|128|85,94% | 2284 | 4642 |49,20%
9| 52| 90| 57,78% | 3580|3597 | 99,53% | 50| 70|71,43% |4346| 8506 |51,09%
10| 79| 84| 94,05% | 4613 |4618| 99,89% | 68| 74|91,89% | 128| 7441| 1,72%
11| 41| 171| 23,98% | 5812|6982 | 83,24% 0(217| 0,00% 0| 4762| 0,00%
12104 | 124| 83,87% | 3834|3843 | 99,77% | 136|145|93,79% | 1037 | 3450 |30,06%
13| 74| 77| 96,10% | 1355|2206| 61,42% | 85|136|62,50% | 7138 |10805 |66,06%
14| 137| 149| 91,95% | 2181|4201| 51,92% | 91| 95|95,79% | 3258 | 5366 |60,72%
15| 90| 98| 91,84% | 664|3493| 19,01%| 82| 86|95,35%|1112| 5297 |20,99%
16| 2| 44| 4,55%|1640|2472| 66,34% 0| 30| 0,00% | 364| 4822| 7,55%
171111| 120| 92,50% | 4780|4842 | 98,72% | 64| 74|86,49% | 734| 3926|18,70%
18| 97| 106| 91,51% | 1141 |4161| 27,42%| 60| 71|84,51%|1618| 4555|35,52%
19| 36| 84| 42,86% | 2280|2962 | 76,98% 0| 59| 0,00% 0| 7163| 0,00%
20(119| 130| 91,54% | 3030|3030 |100,00% | 151|160 |94,38% |2836| 2935 |96,63%
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APENDICE G - Parametros utilizados no calculo do percentual global de células
positivas ao VEGF e MMP-9 nas LCCG e LPCG
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa, UFRN.

MINISTERIO DE EDUCAGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE - UFRN
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

PARECER N° 242/2009
(Final)
Prot. n° 088/09 — CEP — UFRN
CAAE 0093.0.51.000-09
Projeto de Pesquisa Expresséo imuno-histoquimica das proteinas

MMP-9 VEGF e FYW em lesdes centrais e
periféricas de células gigantes

Area de Conhecimento Ciéncias da Saude - 402 Departamento de
Odontologia — Grupo llI
Pesquisador Responsavel Roseane de Almeida Freitas
Instituicio Onde Sera Realizado Universidade Federal do Rio Grande do Norte
instituicao Sediadora Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Finalidade Obtencao de grau de mestre
Periodo de realizagcdao Inicio: outubro de 2009
i} Término: fevereiro de 2010
Revisao Etica em 04 de Setembro de 2009
RELATO

Considerando que as pendéncias expostas por este Comité, foram adequadamente cumpridas, o
Protocolo de Pesquisa em pauta enquadra-se na categoria de APROVADO.

Orientacdes ao Pesquisador: em conformidade com a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) atraves do Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa (Brasilia, 2002) e Resol.
196/96 — CNS o pesquisador responsavel deve:

1. entregar ao sujeito da pesquisa uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), na integra, por ele assinada (Resol. 196/96 — CNS — item IV.2d);

2. desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no protocolo aprovado e descontinuar o

estudo somente apés a analise das razdes da descontinuidade pelo CEP/UFRN (Resol.
196/96 — CNS — item 111.32);

3. apresentar ao CEP/UFRN eventuais emendas ou extensbes ao protocolo original, com
justificativa (Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa — CONEP — Brasilia —
2002 — p.41);

4. apresentar ao CEP/UFRN relatério final (Manual Operacional para Comités de Etica em
Pesquisa - CONEP — Brasilia — 2002 - p.65);

5. os formularios para os Relatérios Parciais e Final estdo disponiveis na pagina do CEP/UFRN
(www.etica.ufrn.br).

Natal, 10 de Setembro de 2009.

AR
’/J'/v ’/}i/ﬂé;Ja-

i e /
ulce Allmeida
COORDENADORA DO CEP - UFRN

Comité de Etica em Pesquisa, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, RN, 59078-970, Brasil, fone/fax: xx (84) 3215-
3135, e-mail cepufrn@reitoria.ufrn.br, http:// www. etica.ufrn.br
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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